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La familia de receptores tirosina quinasa ERBB/HER en mamíferos está formada por EGFR, 
HER2, HER3 y HER4, que son activados por los más de cuarenta ligandos de la familia del factor de 
crecimiento epidérmico conocidos actualmente. Esta familia de receptores y sus ligandos juegan un 
papel importante en la oncogénesis y en la progresión tumoral del cáncer de mama. El desarrollo de 
terapias dirigidas contra estos receptores ha mejorado tanto el pronóstico como la calidad de vida de 
las pacientes. Sin embargo, la diseminación metastásica de las células de cáncer de mama y la 
generación de resistencias a los tratamientos empleados en la práctica clínica son los responsables de 
que esta enfermedad todavía sea incurable. Por este motivo, en el presente proyecto de tesis doctoral 
nos planteamos como objetivo general la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas en cáncer de 
mama que pudieran bloquear o revertir estas situaciones. 
Algunos estudios llevados a cabo en nuestro grupo han conducido a la implicación de las 
neuregulinas (ligandos de HER3 y HER4) en la diseminación metastásica de las células de cáncer de 
mama. La activación de los receptores ERBB/HER tras la estimulación con neuregulina desencadena 
un aumento en la producción de la metaloproteasa de matriz 13, que facilita la diseminación 
metastásica de las células de cáncer de mama. En este trabajo mostramos que el inhibidor tirosina 
quinasa dasatinib inhibe la producción de la metaloproteasa de matriz 13 inducida en respuesta a la 
estimulación con neuregulina, bloqueando la diseminación metastásica promovida por estos ligandos 
de la familia de receptores ERBB/HER en cáncer de mama. 
El anticuerpo monoclonal humanizado anti-HER2 trastuzumab representa una estrategia 
terapéutica que ha mejorado considerablemente la supervivencia de las pacientes con cáncer de mama 
HER2 positivo. Sin embargo, uno de los principales problemas de esta terapia dirigida contra HER2 
consiste en la aparición de resistencias al tratamiento. Una vez instaurada dicha resistencia, se pueden 
emplear pocas herramientas farmacológicas para frenar la progresión de la enfermedad. En este 
trabajo proponemos la inhibición farmacológica de la vía ubiquitina-proteasoma de degradación de 
proteínas al nivel del proteasoma como una opción terapéutica para revertir la resistencia a 


















ADC  Anticuerpo conjugado a fármaco (antibody-drug conjugate) 
ADCC Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (antibody-dependent cellular 
cytotoxicity) 
AR  Anfiregulina 
ATCC  Colección americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection) 
BCA  Ácido bicinconínico (bicinchoninic acid) 
BSA  Albúmina de suero bovino (bovine serum albumin) 
BTC  Betacelulina 
CDK  Quinasa dependiente de ciclina (cyclin-dependent kinase) 
CHAPS 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato 
DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 
DMSO Dimetilsulfóxido 
EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 
EGF  Factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor) 
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor) 
EMT  Transición epitelio-mesénquima (epithelial-to-mesenchymal transition) 
EPG  Epigen 
EPR  Epiregulina 
ER  Receptor de estrógeno (estrogen receptor) 
FBS  Suero fetal bovino (fetal bovine serum) 
FAK  Quinasa de adhesión focal (focal adhesión kinase) 
FDA Agencia estadounidense para el control de alimentos y medicamentos (Food and Drug 
Administration) 
FITC Isotiocianato de fluoresceína (fluorescein isothiocyanate) 
GST  Glutatión S transferasa 
HB-EGF Factor de crecimiento epidérmico de unión a heparina (heparin-binding EGF) 
HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfónico 
Abreviaturas 
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HER Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (human epidermal growth 
factor receptor) 
HGF  Factor de crecimiento de hepatocitos (hepatocyte growth factor) 
HRP  Peroxidasa de rábano (horseradish peroxidase) 
IGF-1R Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (insulin-like growth 
factor-1 receptor) 
IP Inmunoprecipitación 
LB Medio Luria-Bertani 
MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos (mitogen activated protein kinase) 
MEC  Matriz extracecelular 
MLB  Tampón de lisis con magnesio (magnesium lysis buffer) 
MMP  Metaloproteasa de matriz (matrix metalloproteinase) 
mTOR Diana de la rapamicina en mamíferos (mammalian target of rapamycin) 
MTT  Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
MUC  Mucina 
NES  Puntuación normalizada de enriquecimiento (normalized enrichment score) 
NRG  Neuregulina o neuregulina 1 β2 
PBS  Tampón fosfato salino (phosphate buffered saline) 
PI  Ioduro de propidio (propidium iodide) 
PI3K  Fosfatidilinositol 3-quinasa (phosphatidyl inositol 3-kinase) 
PLCγ  Fosfolipasa C gamma (phospholipase C gamma) 
PMSF  Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (phenylmethylsulfonyl fluoride) 
PR  Receptor de progesterona (progesterone receptor) 
PVDF  Difluoruro de polivinilideno (polyvinylidene difluoride) 
RBD  Dominio de unión a RAS-GTP de RAF (RAS-binding domain) 
RPMI  Medio Roswell Park Memorial Institute 
RTK  Receptor tirosina quinasa (receptor tyrosine kinase) 
Abreviaturas 
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qRT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa 
(quantitative reverse transcriptase polimerase chain reaction) 
SDS  Dodecilsulfato sódico (sodium dodecyl sulfate) 
SDS-PAGE Electroforesis en condiciones reductoras en gel de poliacrilamida (sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 
SFK  Quinasa de la familia SRC (SRC family kinase) 
shRNA Horquilla pequeña de ARN (short hairpin RNA) 
STAT Proteína transmisora de señales y activadora de la transcripción (signal transducer and 
activator of transcription protein) 
TBS-T Tris con Tween® 20 (tris buffered saline with Tween® 20) 
TGFα Factor de crecimiento y transformación de tipo alfa (transforming growth factor 
alpha) 
TKI  Inhibidor tirosina quinasa (tyrosine kinase inhibitor) 
Tris Tris(hidroximetil)aminometano 
uPA Activador del plasminógeno de tipo uroquinasa (urokinase plasminogen activator) 
VEGF  Factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor) 
VEGFR Receptor del VEGF 
















1. RECEPTORES ERBB/HER 
Los receptores ERBB/HER juegan un papel fundamental en el desarrollo embrionario y en el 
mantenimiento de la homeostasis tisular en el adulto (Olayioye et al., 2000). La activación de estos 
receptores está controlada por la expresión espacial y temporal de sus ligandos (Hynes y Lane, 2005). 
La desregulación de la señalización intracelular desencadenada a través de los receptores ERBB/HER 
está implicada en la oncogénesis y en la progresión tumoral (Arteaga y Engelman, 2014), motivo por 
el cual esta familia de receptores, junto con sus ligandos, ha despertado un gran interés en el campo de 
la investigación en cáncer. 
La familia de receptores ERBB/HER constituye la subclase I de la superfamilia de receptores 
tirosina quinasa (RTKs, receptor tyrosine kinases). En mamíferos esta familia está compuesta por 
cuatro miembros (Figura 1): el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, epidermal 
growth factor receptor, también llamado receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 1 
(HER1, human epidermal growth factor receptor 1) o ERBB1), HER2 (ERBB2 o NEU), HER3 
(ERBB3) y HER4 (ERBB4). 
 
Figura 1. Representación esquemática de la familia de receptores ERBB/HER en mamíferos. Esta 
familia está compuesta por cuatro miembros, cada uno de los cuales está formado por una región extracelular, 
una región transmembrana y una región intracelular. La región extracelular está formada, a su vez, por cuatro 
subdominios (I-IV), mientras que la región intracelular contiene el dominio con actividad tirosina quinasa y la 
cola C-terminal con numerosos residuos fosforilables, que median la interacción con una gran variedad de 
moléculas de señalización intracelular. 
El primero de los cuatro miembros de la familia en ser descrito fue EGFR, que se identificó 
originalmente como el producto de un oncogén debido a su homología con la proteína retroviral v-
erbB, que permite al virus de la eritroblastosis aviar transformar células de pollo (Downward et al., 
1984). Un año después, se describió la secuencia de un RTK que presentaba una gran homología con 
EGFR y que se denominó HER2 (Coussens et al., 1985). De manera simultánea, este nuevo receptor 
se encontró amplificado en carcinomas mamarios humanos y se denominó ERBB2 por su homología 
con la proteína retroviral v-erbB (King et al., 1985). Posteriormente, se describieron los otros dos 
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miembros de la familia, HER3 (Kraus et al., 1989) y HER4 (Plowman et al., 1993), los cuales 
también están implicados en procesos tumorales, como veremos más adelante. 
1.1. Estructura y activación de los receptores ERBB/HER 
Los receptores ERBB/HER son glicoproteínas transmembrana que presentan una estructura 
formada por un dominio o región extracelular de unión al ligando, una única región lipofílica 
transmembrana y una larga cola citoplasmática o región intracelular, que contiene tanto el dominio 
con actividad tirosina quinasa como numerosos residuos susceptibles de ser fosforilados en el extremo 
C-terminal (Figura 1) (Linggi y Carpenter, 2006). La región extracelular está formada, a su vez, por 
cuatro subdominios (I-IV) con abundantes glicosilaciones y puentes disulfuro, que presentan dos 
conformaciones diferentes en función de la presencia o ausencia del ligando (Figura 2) (Burgess et al., 
2003). En ausencia del ligando, el subdominio II interacciona con el subdominio IV dando lugar a una 
conformación cerrada o inactiva, en la que queda escondido el brazo de dimerización localizado en el 
subdominio II (Burgess et al., 2003). La unión del ligando al receptor a través de los subdominios I y 
III induce un cambio conformacional que da lugar a una conformación abierta o activa con el brazo de 
dimerización expuesto (Burgess et al., 2003). La exposición del brazo de dimerización es fundamental 
para la activación de los receptores ERBB/HER, que se produce por dimerización entre miembros 
idénticos (homodimerización) o diferentes (heterodimerización) de la misma familia (Linggi y 
Carpenter, 2006). La dimerización desencadena la activación del dominio con actividad tirosina 
quinasa y la autofosforilación de residuos de tirosina presentes en el extremo C-terminal (Linggi y 
Carpenter, 2006). Además, la activación de los receptores también induce la transfosforilación de 
residuos de tirosina del receptor compañero del dímero (Zhang et al., 2006). Los residuos fosforilados 
resultantes sirven como sitios de unión de numerosas proteínas, cuyo reclutamiento da lugar a la 
activación de vías de señalización intracelular (Olayioye et al., 2000; Yarden y Sliwkowski, 2001; 
Schlessinger, 2004; Normanno et al., 2005; Hynes y MacDonald, 2009; Eccles, 2011; Roskoski, 
2014). 
Aunque esta descripción general de la estructura y del mecanismo de activación de los 
receptores ERBB/HER es común para los cuatro miembros de la familia, existen dos particularidades 
importantes que atañen a los receptores HER2 y HER3. Por un lado, no se ha descrito ningún ligando 
capaz de unirse con alta afinidad a la región extracelular del receptor HER2 (Klapper et al., 1999). Sin 
embargo, este receptor se encuentra permanentemente en la conformación abierta o activa con el 
brazo de dimerización expuesto (Cho et al., 2003; Garrett et al., 2003), lo que le permite interaccionar 
con los otros miembros de la familia actuando como correceptor (Riese et al., 1995; Pinkas-Kramarski 
et al., 1996; Hynes y Lane, 2005; Linggi y Carpenter, 2006). De hecho, HER2 es el compañero de 
heterodimerización preferido por los demás miembros de la familia (Tzahar et al., 1996; Graus-Porta 
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et al., 1997). Por otro lado, el receptor HER3 no presenta actividad quinasa intrínseca eficiente en su 
cola citoplasmática (Guy et al., 1994; Shi et al., 2010), pero puede transducir señales mediante su 
interacción con los otros receptores ERBB/HER (Pinkas-Kramarski et al., 1996; Citri et al., 2003; 
Hynes y MacDonald, 2009; Arteaga y Engelman, 2014). 
 
Figura 2. Activación de los receptores ERBB/HER por unión del ligando y dimerización. La unión del 
ligando a los subdominios I y III induce un cambio conformacional en la región extracelular de los receptores, 
que resulta en la exposición del brazo de dimerización. Este paso es necesario para la formación de dímeros 
entre receptores idénticos (homodimerización) o diferentes (heterodimerización) de la misma familia y para la 
subsiguiente activación del dominio tirosina quinasa de los receptores. La activación de este dominio conlleva 
a la fosforilación de residuos de tirosina en la cola C-terminal (representados con la letra P), que van a 
desencadenar la activación de vías de señalización intracelular. 
1.2. Ligandos de los receptores ERBB/HER 
Los ligandos responsables de activar a los receptores ERBB/HER pertenecen a la familia del 
factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), dado que todos ellos poseen al 
menos un motivo EGF en su estructura (Massagué y Pandiella, 1993; Harris et al., 2003). Este 
dominio está constituido por unos 50 aminoácidos, entre los que se incluyen seis residuos de cisteína 
que establecen tres puentes disulfuro entre sí (Harris et al., 2003). El dominio EGF es esencial para la 
unión correcta del ligando al receptor, de manera que los mutantes deficientes en este dominio son 
incapaces de unirse a los receptores ERBB/HER (Wen et al., 1994). Además, el dominio EGF es 
suficiente para promover la activación del receptor, como se ha descrito con las versiones 
recombinante (Holmes et al., 1992) y sintética del mismo (Barbacci et al., 1995). 
En la actualidad, se conocen más de cuarenta ligandos de la familia del EGF en mamíferos. La 
unión de los distintos ligandos de la familia a los receptores ERBB/HER no se produce de manera 
indiscriminada, sino que presentan cierta especificidad de receptor (Figura 3). De hecho, estos 
ligandos pueden dividirse en tres grupos en función de su afinidad por los diferentes miembros de la 
familia ERBB/HER (Anderson y Ahmad, 2002; Normanno et al., 2005). El primer grupo está 
formado por el EGF, el factor de crecimiento y transformación de tipo alfa (TGFα, transforming 
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growth factor alpha) y la anfiregulina (AR), los cuales se unen específicamente a EGFR. El segundo 
grupo incluye la betacelulina (BTC), el factor de crecimiento epidérmico de unión a heparina (HB-
EGF, heparin-binding EGF), la epiregulina (EPR) y el epigen (EPG), que muestran afinidad dual por 
los receptores EGFR y HER4. El tercer grupo está constituido por las diferentes isoformas de las 
neuregulinas (NRGs, también llamadas heregulinas) y por caleb, que presentan distinta capacidad para 
interaccionar con HER3 y HER4. Este grupo es el más numeroso, ya que existen más de treinta 
isoformas de las NRGs en mamíferos (Falls, 2003; Breuleux, 2007; Hayes et al., 2007). La generación 
de esta gran variedad de NRGs es consecuencia del procesamiento alternativo del ARN mensajero de 
cuatro genes (NRG1-4) (Falls, 2003; Breuleux, 2007; Hayes et al., 2007). Mientras que las isoformas 
de las NRGs codificadas por los genes NRG1 y NRG2 tienen capacidad de unión a HER3 y HER4, las 
isoformas codificadas por NRG3 y NRG4 solo presentan capacidad de unión a HER4. Finalmente, 
caleb se une específicamente a HER3. Como hemos comentado anteriormente, ninguno de los 
ligandos de la familia del EGF es capaz de unirse a HER2 con alta afinidad. Sin embargo, se ha 
descrito que un miembro de la familia de las mucinas, mucina 4 (MUC4), actúa como un modulador 
intramembrana de la actividad de HER2 (Ramsauer et al., 2003). 
 
Figura 3. Ligandos de la familia del EGF y receptores ERBB/HER con los que interaccionan. Los 
distintos ligandos de la familia del EGF van a promover patrones específicos de fosforilación de los 
receptores ERBB/HER, lo que, a su vez, va a dictar la duración de los eventos de señalización intracelular y la 
divergencia de las respuestas celulares. 
Los ligandos de los receptores ERBB/HER son producidos como precursores transmembrana, 
que posteriormente son procesados por la acción de proteasas de superficie dando lugar a la liberación 
de ligandos solubles (Massagué y Pandiella, 1993; Montero et al., 2000; Montero et al., 2002; Borrel-
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Pagès et al., 2003; Harris et al., 2003). Las proteasas involucradas en este proceso pertenecen a la 
familia de las metaloproteasas y, en particular, a la familia ADAM (Blobel, 2005; Higashiyama et al., 
2008; Roskoski, 2014). Este procesamiento constituye un paso importante en el control de la 
disponibilidad del ligando y en la subsiguiente activación de los receptores (Hynes y Lane, 2005). El 
procesamiento de los ligandos puede ser estimulado por diversos factores, incluyendo citoquinas que 
se unen a receptores acoplados a proteínas G o a través de ligandos Wnt que se unen a los receptores 
Frizzled (Eccles, 2011). Los productos liberados tras el procesamiento del precursor transmembrana se 
han visto implicados en la activación autocrina o paracrina de receptores ERBB/HER adyacentes, 
mientras que los fragmentos intracelulares C-terminales remanentes pueden tener funciones 
adicionales en la señalización intracelular (Higashiyama et al., 2008). Los ligandos que no han sido 
procesados y que, por lo tanto, permanecen como precursores transmembrana también pueden 
estimular los receptores ERBB/HER de las células adyacentes mediante un mecanismo de activación 
yuxtacrina (Eccles, 2011). 
1.3. Señalización intracelular a través de los receptores ERBB/HER 
La activación de los receptores ERBB/HER estimula múltiples vías de señalización 
intracelular (Figura 4). Las dos vías de señalización intracelular principales activadas por los 
receptores ERBB/HER son las vías de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs, mitogen 
activated protein kinases) y la vía de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K, phosphatidyl inositol 3-kinase) 
(Olayioye et al., 2000; Yarden y Sliwkowski, 2001; Schlessinger, 2004; Normanno et al., 2005; 
Hynes y MacDonald, 2009; Eccles, 2011; Roskoski, 2014). Las diferencias observadas en cuanto a la 
potencia y a la cinética de activación de la vía de PI3K por los distintos miembros de la familia pueden 
deberse a que PI3K se acopla directamente a HER3 y HER4, mientras que lo hace de forma indirecta 
con los receptores EGFR y HER2 (Soltoff y Cantley, 1996). De hecho, HER3 es un activador de la 
vía de PI3K muy potente, ya que posee seis sitios de unión para la subunidad reguladora p85 de PI3K 
(Eccles, 2011). Otras vías importantes relacionadas con la señalización a través de estos receptores 
incluyen a la fosfolipasa C gamma (PLCγ, phospholipase C gamma), que es activada por EGFR y 
HER2 participando en la generación de segundos mensajeros (Hynes y Lane et al., 2005; Kadamur y 
Ross, 2013; Roskoski, 2014); a las proteínas transmisoras de señales y activadoras de la transcripción 
(STATs, signal transducer and activator of transcription proteins), las cuales se han asociado con la 
activación de EGFR en cáncer (Grandis et al., 2000; Yu y Jove, 2004); a la tirosina quinasa SRC, cuya 
actividad se ve incrementada a través de la señalización mediada por EGFR y HER2 (Ishizawar y 
Parsons, 2004), y a la diana de la rapamicina en mamíferos (mTOR, mammalian target of rapamycin), 
una serina/treonina quinasa que se activa por debajo de la vía de PI3K y de otros reguladores del 
crecimiento (Bjornsti y Houghton, 2004). 
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La activación de las distintas vías de señalización a través de los receptores ERBB/HER 
conlleva en último lugar a la inducción de diferentes respuestas biológicas, tales como la proliferación, 
diferenciación, supervivencia, migración, invasión o angiogénesis (Olayioye et al., 2000; Yarden y 
Sliwkowski, 2001; Eccles, 2011). Como todas estas respuestas biológicas son críticas en el desarrollo 
y en el mantenimiento de la homeostasis, no es sorprendente que las alteraciones en alguno de los 
componentes de estas vías de señalización tengan como consecuencia la aparición de patologías como 
el cáncer (Eccles, 2011; Arteaga y Engelman, 2014). 
 
Figura 4. Representación esquemática de las vías de señalización intracelular activadas por los 
receptores ERBB/HER. Aunque todos los receptores ERBB/HER comparten algunas de estas vías de 
señalización intracelular, cada receptor modula preferentemente ciertas vías debido al acoplamiento de 
distintas proteínas adaptadoras y efectoras específicas. 
1.4. Conexión entre los receptores ERBB/HER y el cáncer 
Los receptores ERBB/HER están implicados en el desarrollo de diversos tipos de cáncer 
mediante la hiperactivación de su señalización, que puede estar inducida por la sobreexpresión o la 
activación constitutiva de los mismos (Yarden y Sliwkowski, 2001). 
1.4.1. EGFR. La sobreexpresión de EGFR debida a la amplificación del gen que lo codifica 
se ha descrito en una gran variedad de carcinomas, incluyendo de cabeza y cuello, pulmón o mama, y 
en otros tipos de tumores (Yarden y Pines, 2012). Además, esta sobreexpresión está asociada con un 
mayor grado histológico del tumor, un incremento de la proliferación y una menor supervivencia de 
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los pacientes (Yarden y Sliwkowski, 2001). En tumores cerebrales, la sobreexpresión de EGFR es una 
alteración genética muy frecuente y la amplificación de EGFR se ha observado aproximadamente en 
el 50 % de los gliomas de alto grado (Yarden y Pines, 2012). Asimismo, la amplificación de EGFR en 
glioblastoma está asociada frecuentemente con deleciones de EGFR (Sugawa et al., 1990; Frederick et 
al., 2000). Dentro de ellas, la deleción de los exones 2-7 en el dominio extracelular, que da lugar a la 
variante constitutivamente activa del receptor EGFRvIII, se ha encontrado en el 40 % de los gliomas 
de alto grado con amplificación de EGFR (Sugawa et al., 1990). La segunda variante de EGFR más 
común en glioblastoma es EGFRc958. Esta variante, que carece de los aminoácidos 521-603, se ha 
observado en el 20 % de los glioblastomas multiformes con amplificación de EGFR (Frederick et al., 
2000). Finalmente, también se han identificado mutaciones somáticas activadoras en el dominio 
tirosina quinasa de EGFR en un conjunto de pacientes con cáncer de pulmón no microcítico, que 
responden muy bien a la inhibición de la actividad tirosina quinasa del receptor (Lynch et al., 2004; 
Paez et al., 2004; Pao et al., 2004). 
1.4.2. HER2. La amplificación de HER2 que da lugar a la sobreexpresión del receptor se 
describió por primera vez en un subgrupo de tumores de mama (Slamon et al., 1987), pero también 
ocurre en otros tipos de cáncer, como gástrico, esofágico, de ovario o de glándulas salivales (Hynes y 
Lane, 2005; Arteaga y Engelman, 2014). En cáncer de mama la amplificación de HER2 tiene lugar 
aproximadamente en el 20 % de los tumores y está asociada con un mal pronóstico (Slamon et al., 
1987). Aunque tradicionalmente se ha asociado la sobreexpresión de HER2 con su activación, se han 
identificado algunas formas oncogénicas del receptor generadas por duplicaciones, inserciones o 
mutaciones puntuales en su secuencia en varios cánceres humanos (Arteaga y Engelman, 2014). Las 
mutaciones somáticas descritas en HER2 son mutaciones sin sentido en los dominios extracelular y 
tirosina quinasa del receptor, así como duplicaciones o inserciones en una porción del exón 20 
(Arteaga y Engelman, 2014). Varios de estos mutantes presentan una señalización aumentada y están 
asociados a cáncer de mama lobular, de vejiga, de endometrio, gástrico y adenocarcinoma de pulmón 
(Arteaga y Engelman, 2014). 
1.4.3. HER3. El receptor HER3 ha sido tradicionalmente asociado al cáncer debido 
principalmente a su papel como correceptor de HER2 y EGFR, al favorecer la señalización 
oncogénica a través de estos receptores (Arteaga y Engelman, 2014). Sin embargo, se han identificado 
mutaciones somáticas en HER3 en un conjunto de tumores de mama y gástricos (Jaiswal et al., 2013). 
La mayoría de estas mutaciones se localizan en la región extracelular del receptor y confieren 
potencial oncogénico independiente de la unión del ligando, pero dependiente de la 
heterodimerización con HER2 (Jaiswal et al., 2013). Además, la sobreexpresión de HER3 también se 
ha observado en distintos tipos de cáncer, como gástrico, pancreático, de cabeza y cuello, de mama, de 
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ovario, de cuello uterino y melanoma, en los que está asociada con un mal pronóstico (Ocana et al., 
2013). 
1.4.4. HER4. Se han identificado también mutaciones somáticas en HER4 en distintos tipos 
de cáncer, como gástrico, colorrectal, de mama, de pulmón no microcítico, adenocarcinoma de 
pulmón y melanoma, (Soung et al., 2006; Ding et al., 2008; Prickett et al., 2009). Estas mutaciones se 
localizan en diferentes dominios del receptor, entre los que destacan el dominio extracelular y el 
dominio tirosina quinasa (Soung et al., 2006; Ding et al., 2008; Prickett et al., 2009). Además, el 
estudio en profundidad de las mutaciones sin sentido identificadas en melanoma ha revelado que todas 
ellas resultan en un aumento de la fosforilación del receptor, de su actividad quinasa y de la capacidad 
transformante (Prickett et al., 2009). La sobreexpresión de HER4 también se ha observado en algunos 
tipos de cáncer, como el de mama y el de vejiga, en los que curiosamente se ha correlacionado con un 
buen pronóstico, a diferencia de lo que sucede con los otros miembros de la familia (Witton et al., 
2003; Memon et al., 2004). 
1.5. Conexión entre los ligandos de los receptores ERBB/HER y el cáncer 
La sobreproducción de los ligandos de la familia del EGF es otro de los mecanismos por el 
que algunos tumores activan de manera aberrante la señalización intracelular a través de los receptores 
ERBB/HER (Yarden y Sliwkowski, 2001). Esta sobreproducción puede tener lugar tanto en las 
propias células tumorales como en las células del estroma circundantes (Arteaga y Engelman, 2014). 
De todos los ligandos de la familia, la relevancia de TGFα en los procesos tumorales es la mejor 
caracterizada. La sobreexpresión de TGFα se ha observado en distintos cánceres humanos, como de 
cabeza y cuello escamosos, de ovario, de pulmón y colorrectal, en los que se correlaciona con un mal 
pronóstico de los pacientes cuando se asocia con la sobreexpresión de EGFR (Salomon et al., 1995; 
Rubin Grandis et al., 1998). En cáncer de páncreas, la sobreexpresión de TGFα se correlaciona con el 
tamaño del tumor y con una disminución de la supervivencia de los pacientes (Yamanaka et al., 1993). 
El patrón de expresión de TGFα en cáncer de próstata parece cambiar a medida que la enfermedad 
progresa, pasando de ser expresado por las células del estroma en las etapas iniciales del cáncer de 
próstata dependientes de andrógenos, a ser expresado por las células tumorales en las etapas avanzadas 
de independencia de andrógenos (Scher et al., 1995). 
1.6. Terapias dirigidas contra los receptores ERBB/HER 
El papel central de los miembros de la familia ERBB/HER en cáncer, junto con la 
accesibilidad para su manipulación extracelular y el amplio conocimiento de su función biológica, han 
posicionado a estos receptores como una diana atractiva para su intervención farmacológica (Yarden y 
Sliwkowski, 2001). De hecho, se han realizado numerosos esfuerzos para el desarrollo de terapias 
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dirigidas contra los receptores ERBB/HER (especialmente contra EGFR y contra HER2), las cuales 
han demostrado su eficacia clínica en distintos tipos de cáncer (Tabla 1), mejorando tanto el 
pronóstico como la calidad de vida de los pacientes (Cai et al., 2010; Roskoski, 2014). La mayoría de 
estas terapias pertenecen a dos categorías, que consisten en anticuerpos monoclonales y en inhibidores 
tirosina quinasa (TKIs, tyrosine kinase inhibitors). En los últimos años está emergiendo una tercera 
categoría derivada de los anticuerpos monoclonales, que está compuesta por anticuerpos conjugados a 
fármacos (ADCs, antibody-drug conjugates). 
Tabla 1. Terapias dirigidas contra receptores ERBB/HER aprobadas en la práctica clínica 
* Fármacos biosimilares de trastuzumab. 
Nombre  Diana Uso 
Anticuerpos monoclonales 
Cetuximab (Erbitux®) EGFR 
Cáncer colorrectal metastásico con expresión 
de EGFR y sin mutaciones en RAS 
Cáncer de cabeza y cuello escamoso 
Panitumumab (Vectibix®) EGFR 
Cáncer colorrectal metastásico con expresión 
de EGFR y con RAS no mutado 
Necitumumab (Portrazza®) EGFR 
Cáncer de pulmón no microcítico escamoso 
metastásico 
Trastuzumab (Herceptin®) HER2 
Cáncer de mama HER2 positivo tanto precoz 
como metastásico  
Cáncer gástrico HER2 positivo metastásico 
Pertuzumab (Perjeta®) HER2 Cáncer de mama HER2 positivo metastásico. 
Trastuzumab-dttb (Ontruzant®)* HER2 
El mismo que el fármaco de referencia 
trastuzumab 
Trastuzumab-pkrb (Herzuma®)* HER2 
El mismo que el fármaco de referencia 
trastuzumab 
Trastuzumab-qyyp (Trazimera®)* HER2 
El mismo que el fármaco de referencia 
trastuzumab 
Trastuzumab-dkst (Ogivri®) HER2 
El mismo que el fármaco de referencia 
trastuzumab 
Inhibidores tirosina quinasa 
Gefitinib (Iressa®) EGFR 
Cáncer de pulmón no microcítico metastásico 
con deleción del exón 21 o con la mutación 
L858R en EGFR 
Erlotinib (Tarceva®) EGFR 
Cáncer de pulmón no microcítico metastásico 
con deleción del exón 21 o con la mutación 
L858R en EGFR 
Cáncer de páncreas metastásico 
Osimertinib (Tagrisso®) EGFR 
Cáncer de pulmón no microcítico metastásico 
con la mutación T790M en EGFR 
Vandetanib (Caprelsa®) EGFR Cáncer medular de tiroides metastásico. 
Lapatinib (Tykerb®) EGFR/HER2 Cáncer de mama HER2 positivo metastásico. 
Neratinib (Nerlynx®) EGFR/HER2 Cáncer de mama HER2 positivo 
Anticuerpos conjugados a fármacos 
Trastuzumab-emtansina  
(T-DM1, Kadcyla®) 
HER2 Cáncer de mama HER2 positivo metastásico 
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1.6.1. Anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra 
epítopos presentes en el dominio extracelular de los receptores ERBB/HER comenzaron a 
desarrollarse en los años 80 con la intención de bloquear la activación del receptor (Sato et al., 1983; 
Drebin et al., 1985) y varios de ellos están aprobados para su uso en la práctica clínica en el 
tratamiento de distintos tipos de cánceres (Tabla 1) (Carvalho et al., 2016). A pesar de su uso tan 
extendido, todavía no se conocen con exactitud los mecanismos responsables de su acción 
antitumoral. Entre los mecanismos identificados se encuentran el bloqueo de la activación del 
receptor, la parada del ciclo celular, la inducción de la apoptosis, la inhibición de la angiogénesis y la 
promoción de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, antibody-dependent 
cellular cytotoxicity) (Carvalho et al., 2016). 
1.6.2. TKIs. Estos inhibidores son moléculas pequeñas y sintéticas capaces de atravesar la 
membrana plasmática de la célula y de competir con el ATP por su sitio de unión en el dominio 
quinasa de los receptores ERBB/HER (Levitzki y Gazit, 1995). La competición va a conducir a la 
inhibición de la actividad tirosina quinasa de los receptores, bloqueando la señalización 
desencadenada a través de los mismos (Anderson y Ahmad, 2002; Fry, 2003). En concreto, estos 
TKIs se unen al bolsillo de unión a ATP de manera reversible o irreversible (Fry, 2003). Además, la 
especificidad de estos inhibidores es variable, de manera que encontramos TKIs que son altamente 
específicos de su diana, mientras que otros son capaces de inhibir simultáneamente distintos receptores 
ERBB/HER. Algunos de estos TKIs han sido aprobados para su uso en la práctica clínica y se recogen 
en la tabla 1. 
1.6.3. ADCs. Esta estrategia terapéutica consiste en un anticuerpo monoclonal dirigido 
contra el dominio extracelular de los receptores ERBB/HER al que se le ha unido covalentemente un 
agente citotóxico a través de un enlace sintético (Beck et al., 2017; Vezina et al., 2017). Para que un 
ADC ejerza su acción antitumoral, tiene que internalizarse en la célula diana expresora del receptor y 
procesarse a través de la vía lisosomal para liberar el agente citotóxico (Vezina et al., 2017). La 
difusión del compuesto a través de la membrana del lisosoma va a permitir que acceda a su diana 
molecular, induciendo la muerte celular (Vezina et al., 2017). La combinación de trastuzumab con 
emtansina, un potente agente antimicrotúbulos derivado de la maitansina (Lewis Phillips et al., 2008; 
Lambert y Chari, 2014), constituye el único ejemplo dentro de esta categoría aprobado para su uso en 
la práctica clínica (Tabla 1) (Amiri-Kordestani et al., 2014). 
2. CÁNCER DE MAMA 
El cáncer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea, que, a su vez, representa un 
problema de salud pública debido a su alta incidencia y mortalidad. De acuerdo con los datos 
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estimados por la Organización Mundial de la Salud en 2012 dentro del proyecto GLOBOCAN, el 
cáncer de mama es el más frecuente entre las mujeres a nivel mundial y constituye la primera causa de 
muerte por cáncer en la población femenina (Ferlay et al., 2015). Cada año se diagnostican 
1,67 millones de nuevos casos de cáncer de mama (25,1 % de todos los cánceres diagnosticados) y 
alrededor de 522.000 pacientes mueren por esta enfermedad en todo el mundo (14,7 % de las muertes 
por cáncer) (Ferlay et al., 2015). 
Debido a su gran complejidad y heterogeneidad, los tumores de mama muestran diferentes 
comportamientos biológicos con diferentes respuestas a los tratamientos. Este escenario ha impulsado 
la realización de grandes esfuerzos encaminados a identificar distintos subtipos de cáncer de mama 
que permitan mejorar tanto el diagnóstico temprano como el tratamiento eficaz de la enfermedad 
(Perou et al., 2000; Sørlie et al., 2001; Herschkowitz et al., 2007; Prat et al., 2010). 
2.1. Subtipos moleculares de cáncer de mama 
Los análisis de expresión génica mediante chips de ADN o microarrays llevados a cabo 
durante los últimos diecinueve años han conducido a la identificación de seis subtipos de cáncer de 
mama en función de sus perfiles de expresión génica: luminal A, luminal B, HER2 positivo, basal-
like, normal breast-like y claudin-low (Eroles et al., 2012). 
2.1.1. Luminal A y luminal B. Los tumores luminales se identificaron inicialmente como 
un único subtipo caracterizado por la expresión de receptores hormonales, que incluyen al receptor de 
estrógenos (ER, estrogen receptor) y al receptor de progesterona (PR, progesterone receptor), junto con 
otros genes típicamente expresados por las células luminales epiteliales de la mama (Perou et al., 2000). 
La expansión subsiguiente de este trabajo con una cohorte de pacientes mayor mostró que el subtipo 
luminal se podía dividir en al menos dos grupos (luminal A y luminal B) asociados con un pronóstico 
diferente (Sørlie et al., 2001). Los tumores del subtipo luminal A son los más frecuentes y representan el 
50-60 % de los tumores de mama (Eroles et al., 2012). Estos tumores se caracterizan también por una 
expresión baja de genes relacionados con la proliferación celular y están asociados con un buen 
pronóstico (Sørlie et al., 2001). Los tumores del subtipo luminal B representan el 10-20 % de los 
tumores de mama (Eroles et al., 2012). Estos tumores presentan un fenotipo más agresivo, mayor grado 
histológico, mayor índice proliferativo y peor pronóstico que los del subtipo luminal A (Eroles et al., 
2012). La principal diferencia biológica entre estos dos subtipos consiste en el aumento de la expresión 
de genes relacionados con la proliferación celular en los tumores del subtipo luminal B (Eroles et al., 
2012). Además, mientras que los tumores del subtipo luminal A se caracterizan por la ausencia de 




2.1.2. HER2 positivo. Los tumores del subtipo HER2 positivo reciben esta denominación 
debido a que son sobreexpresores del receptor HER2 y representan el 10-15 % de los tumores de mama 
(Eroles et al., 2012). Además, estos tumores se caracterizan por la ausencia de expresión de los 
receptores hormonales (ER y PR) y por una expresión elevada de genes relacionados con la proliferación 
celular (Eroles et al., 2012). Los tumores de este subtipo son muy proliferativos, tienen alto grado 
histológico y más del 40 % presentan mutaciones en TP53 (Eroles et al., 2012). Desde el punto de vista 
clínico, las pacientes con esta clase de tumor tienen un pronóstico relativamente pobre, con propensión a 
sufrir recaídas tempranas frecuentes y metástasis distantes (Reddy, 2011). 
2.1.3. Basal-like. El subtipo basal-like representa el 10-20 % de los carcinomas de mama 
(Eroles et al., 2012). El término fue acuñado debido a que los tumores de este subtipo expresan genes 
que normalmente expresan las células mioepiteliales o basales de la mama (Perou et al., 2000). Así, estos 
tumores se caracterizan por la ausencia de expresión de los receptores hormonales y de sobreexpresión 
de HER2, junto con la expresión de EGFR y de las citoqueratinas 5 y 17 (Perou et al., 2000; Rakha et 
al., 2008). Morfológicamente, los tumores basal-like tienen alto grado histológico, alto índice mitótico, 
presencia de zonas necróticas e infiltraciones linfocíticas visibles (Livasy et al., 2006; Bosch et al., 
2010). Estos tumores son diagnosticados frecuentemente entre mujeres jóvenes y están asociados con un 
pronóstico peor que el de los tumores luminales (Sørlie et al., 2001; Sørlie et al., 2003). El hecho de que 
estos tumores presenten una tasa de mutaciones en TP53 muy elevada podría explicar su gran 
agresividad y mal pronóstico (Sørlie et al., 2001). Además, los tumores de este subtipo están 
relacionados con el cáncer hereditario, ya que todos los tumores de mama portadores de mutaciones 
germinales en el gen BRCA1 se han clasificado como basal-like (Sørlie et al., 2003). 
2.1.4. Normal breast-like. Los tumores de este subtipo no encajan en ninguna de las 
categorías descritas anteriormente y representan el 5-10 % de los cánceres de mama (Eroles et al., 2012). 
Estos tumores no están bien caracterizados y se agrupan junto a las muestras de tejido mamario normal 
en los dendogramas resultantes de los análisis de expresión génica (Perou et al., 2000). Los tumores 
normal breast-like expresan genes característicos del tejido adiposo y presentan un pronóstico 
intermedio entre los de los subtipos luminales y basal-like (Eroles et al., 2012). Además, estos tumores 
se caracterizan por la ausencia de expresión de los receptores hormonales y de HER2, sin posibilidad de 
ser confundidos con los tumores basal-like debido a que tampoco expresan EGFR ni la citoqueratina 5 
(Eroles et al., 2012). 
2.1.5. Claudin-low. El último subtipo de cáncer de mama identificado se conoce como 
claudin-low y representa el 12-14 % de los tumores de mama (Eroles et al., 2012). Estos tumores se 
caracterizan por la falta de expresión tanto de los receptores hormonales como de HER2 y por una baja 
expresión de genes involucrados en adhesión intercelular, incluyendo distintas claudinas, cingulina, 
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ocludina y E-cadherina (Herschkowitz et al., 2007; Prat et al., 2010). Además, los tumores claudin-low 
sobreexpresan genes relacionados con la respuesta inmune, con la diferenciación mesenquimal y con la 
transición epitelio-mesénquima (EMT, epithelial-to-mesenchymal transition) (Prat et al., 2010; Prat y 
Perou, 2011). Estos tumores poseen propiedades biológicas únicas asociadas a las células madre de la 
mama y muestran características de células iniciadoras del tumor (Prat et al., 2010; Prat y Perou, 2011). 
Los tumores de este subtipo tienen alto grado histológico y están asociados con un mal pronóstico, a 
pesar de su baja expresión de genes relacionados con la proliferación celular (Eroles et al., 2012). 
2.2. Subtipos histológicos de cáncer de mama 
Aunque actualmente se considera que el análisis de los perfiles de expresión génica de los 
tumores de mama constituye la mejor herramienta para clasificarlos, la aplicación de las técnicas 
genómicas en la mayoría de los hospitales no es factible debido a su alto coste y complejidad (De 
Laurentiis et al., 2010). El método rutinario empleado para la clasificación de los tumores de mama en 
la práctica clínica consiste en el análisis clásico por inmunohistoquímica de los receptores hormonales 
(ER y PR) y de HER2. Utilizando este método sencillo se pueden distinguir tres subtipos histológicos: 
positivo para receptores hormonales, HER2 positivo y triple negativo, que se caracteriza por la 
ausencia de expresión de ER, PR y HER2 (De Laurentiis et al., 2010). Los tumores positivos para 
receptores hormonales se correlacionan con los subtipos luminal A y luminal B, los tumores HER2 
positivo con el subtipo molecular homónimo y los tumores triple negativo constituyen un grupo muy 
heterogéneo al incluir los subtipos basal-like, normal breast-like y claudin-low (Tabla 2). Aunque el 
subtipo triple negativo represente el 15 % de todos los tumores de mama diagnosticados, es el 
responsable del alto índice de mortalidad de esta enfermedad, puesto que está formado por tumores 
que presentan una evolución clínica agresiva y un mal pronóstico (De Laurentiis et al., 2010). 










Expresión de ER y PR. Baja expresión de genes relacionados con 
la proliferación celular. Ausencia de expresión de HER2. 
Luminal B 
Expresión de ER, PR y de genes relacionados con la proliferación 
celular. Expresión frecuente de HER2 y de EGFR. 
HER2 positivo HER2 positivo 
Sobreexpresión de HER2. Ausencia de expresión de ER y PR. 
Expresión elevada de genes relacionados con la proliferación 
celular. Mutaciones frecuentes en TP53. 
Triple negativo 
Basal-like  
Ausencia de expresión de ER, PR y HER2. Expresión de EGFR y 
de las citoqueratinas 5 y 17. Mutaciones frecuentes en TP53 y en 
BRCA1. 
Normal-like Ausencia de expresión de ER, PR, HER2, EGFR y citoqueratina 5. 
Claudin-low 
Ausencia de expresión de ER, PR y HER2. Baja expresión de 
claudinas, cingulina, ocludina y E-cadherina. Sobreexpresión de 
genes relacionados con la respuesta inmune, la diferenciación 
mesenquimal y la EMT. 
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2.3. Opciones de tratamiento del cáncer de mama 
Las opciones de tratamiento del cáncer de mama son diversas y la elección del mismo para 
cada paciente se realiza de manera personalizada en función de distintos factores, entre los que, 
además del subtipo tumoral, se encuentran el estadio del tumor, el riesgo de recurrencia, la presencia 
de mutaciones germinales en los genes BRCA1 o BRCA2, la edad de la paciente, su estado de salud 
general, su condición menopáusica o sus preferencias. Aunque la elección del tratamiento se realice de 
manera personalizada, existen algunas recomendaciones generales para los distintos estadios del 
tumor. El tratamiento del cáncer de mama en estadios temprano y localmente avanzado comienza 
generalmente por la cirugía para extirpar el tumor (Garcia-Saenz et al., 2015). En los casos en los que 
los tumores sean de gran tamaño o presenten un crecimiento muy rápido, se puede aplicar un 
tratamiento sistémico con terapia hormonal, terapia dirigida contra HER2 o quimioterapia antes de la 
cirugía. Este tratamiento, denominado terapia neoadyuvante, tiene por objetivo reducir el tamaño del 
tumor y facilitar su extirpación. Una vez extirpado el tumor, la recomendación general consiste en la 
aplicación de un tratamiento, que recibe el nombre de terapia adyuvante, para eliminar las células 
tumorales que hayan podido quedar después de la cirugía y reducir el riesgo de recurrencia (Garcia-
Saenz et al., 2015). La terapia adyuvante puede ser local con radioterapia o sistémica con terapia 
hormonal, terapia dirigida contra HER2 o quimioterapia. En el estadio avanzado o metastásico del 
cáncer de mama el tratamiento principal será sistémico con terapia hormonal, terapia dirigida contra 
HER2, otras terapias dirigidas o quimioterapia (Gavilá et al., 2015). 
2.3.1. Terapia hormonal. La terapia hormonal está indicada únicamente para el 
tratamiento de tumores con expresión de receptores hormonales. Como estos tumores dependen de 
hormonas para mantener su crecimiento, la terapia hormonal tiene como objetivo el bloqueo de la 
acción de los estrógenos en las células cancerígenas o la disminución de los niveles de estrógenos en el 
cuerpo. Para bloquear la acción de los estrógenos se administran moduladores selectivos de los 
receptores de estrógeno como tamoxifeno (Nolvadex®) y toremifene (Fareston®) o el antagonista del 
receptor de estrógenos fulvestrant (Faslodex®), mientras que para disminuir los niveles de estrógenos 
se utilizan los inhibidores de la aromatasa anastrazol (Arimidex®), exemestano (Aromasin®) y 
letrozol (Femara®). 
2.3.2. Terapia dirigida contra HER2. Las terapias dirigidas contra HER2 consisten en 
tratamientos diseñados contra este receptor y se emplean específicamente para el tratamiento de los 
tumores HER2 positivo. Como hemos comentado anteriormente, dentro de esta estrategia terapéutica 
se incluyen los anticuerpos monoclonales trastuzumab (Herceptin®), pertuzumab (Perjeta®) y los 
biosimilares de trastuzumab, el ADC trastuzumab-emtansina (Kadcyla®) y los TKIs lapatinib 
(Tykerb®) y neratinib (Nerlynx®). 
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2.3.3. Quimioterapia. La quimioterapia consiste en el uso de fármacos que destruyen las 
células cancerígenas, al impedir generalmente su crecimiento y división. Esta estrategia terapéutica es 
la única opción de tratamiento de los tumores triple negativo, ya que son resistentes a las terapias 
hormonal y dirigida contra HER2 (Reddy, 2011). La lista de fármacos empleados para el tratamiento 
del cáncer de mama es amplia y entre los más comunes encontramos los siguientes: capecitabina 
(Xeloda®), carboplatino (Paraplatin®), cisplatino (Platinol®), ciclofosfamida (Neosar®, Cytoxan®), 
docetaxel (Docefrez®, Taxotere®), doxorubicina (Adriamycin®), doxorubicina liposomal pegilada 
(Doxil®), eribulina (Halaven®), epirubicina (Ellence®), fluorouracilo (Adrucil®), gemcitabina 
(Gemzar®), ixabepilona (Ixempra®), metotrexato (múltiples nombres comerciales), paclitaxel 
(Taxol®), paclitaxel unido a albúmina (Abraxane®) y vinorelbina (Navelbine®). La administración 
de estos fármacos se puede realizar de manera individual o combinada para potenciar su efectividad. 
Además, la quimioterapia también se puede combinar con las terapias hormonal o dirigida contra 
HER2, en los casos que presenten alto riesgo de recurrencia. 
2.3.4. Otras terapias dirigidas. Además de la terapia hormonal y de la terapia dirigida 
contra HER2, en el tratamiento del cáncer de mama metastásico se emplean otras terapias dirigidas 
contra proteínas específicas. El inhibidor de mTOR everolimus (Afinitor®) o los inhibidores de 
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs, cyclin-dependent kinases), particularmente de CDK4 y 
CDK6, palbociclib (Ibrance®), ribociclib (Kisqali®) y abemaciclib (Verzenio®) se administran en 
combinación con terapia hormonal para favorecer el bloqueo de la división celular y el crecimiento de 
tumores positivos para receptores hormonales. El inhibidor de las proteínas PARP olaparib 
(Lynparza®) constituye la terapia dirigida para mujeres con mutaciones germinales en los genes 
BRCA. Tanto las proteínas PARP como BRCA1 y BRCA2 están implicadas en la reparación del 
ADN dañado. El bloqueo de las proteínas PARP en las células con mutaciones germinales en los 
genes BRCA, que presentan dificultad para reparar el daño en el ADN, conduce normalmente a la 
muerte de estas células. 
Los avances en el tratamiento del cáncer de mama y en los programas de detección precoz 
conseguidos durante los últimos años han mejorado considerablemente la supervivencia de las 
pacientes. Sin embargo, la diseminación metastásica de las células de cáncer de mama y la generación 
de resistencias a los tratamientos son los responsables de que esta enfermedad todavía sea incurable. 
El conocimiento de los mecanismos que promueven estos procesos es fundamental para el desarrollo 
de nuevas estrategias terapéuticas que puedan prevenirlos y, de este modo, aumentar la supervivencia 
de las pacientes. 
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3. DISEMINACIÓN METASTÁSICA EN CÁNCER DE MAMA 
La diseminación metastásica en cáncer de mama es un proceso complejo determinado por 
numerosos factores y vías de señalización (Scully et al., 2012). En líneas generales este proceso se 
puede dividir en una serie de pasos secuenciales conocidos como cascada metastásica (Figura 5), que 
las células tumorales tienen que completar para abandonar el tumor primario y desarrollar un nuevo 
tumor en un sitio distante (Hunter et al., 2008; Mego et al., 2010). 
 
Figura 5. Representación esquemática del proceso metastásico. Las células tumorales invaden el tejido 
circundante hasta que, mediante intravasación, entran en el sistema vascular, por el cual se diseminan por el 
cuerpo. Eventualmente, estas células se van a extravasar en un órgano distal, en el que la proliferación dará 
lugar a la formación de un nuevo tumor metastásico. 
El proceso metastásico comienza con la invasión del tejido circundante por parte de las células 
tumorales hasta que entran en la circulación sanguínea o linfática (Hunter et al., 2008 Mego et al., 
2010). Para que tenga lugar la invasión del tejido circundante, las células tumorales van a alterar en 
primer lugar los procesos de adhesión célula-célula y los de adhesión a la matriz extracelular (MEC) 
(Scully et al., 2012). La familia de las cadherinas juega un papel importante en los procesos de 
adhesión célula-célula, que es determinante en el proceso de diseminación metastásica de las células 
de cáncer de mama (Li y Feng, 2011), ya que la invasión va acompañada de cambios en la expresión 
de algunas cadherinas (Yilmaz y Christofori, 2010). Por un lado, la disminución en los niveles de E-
cadherina resulta en la pérdida de adhesión entre las células epiteliales de cáncer de mama y es 
necesaria para iniciar la diseminación metastásica de las mismas (Wendt et al., 2011). Por otro lado, el 
aumento en los niveles de N-cadherina permite la adhesión de las células tumorales a las células del 
estroma y la subsiguiente invasión del estroma (Cavallaro y Christofori, 2004). Después de que las 
células tumorales pierdan la adherencia entre sí mismas, van a adherirse a los componentes de la 
MEC, tales como fibronectina, lamininia, colágeno, fibrinógeno o vitronectina a través de integrinas 
(Mego et al., 2010; Li y Feng, 2011). Una vez alterados estos procesos de adhesión, la invasión 
progresa mediante la degradación proteolítica de los componentes de la MEC, que permite a las 
células tumorales migrar y penetrar los límites del tejido (Scully et al., 2012). 
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La degradación de la MEC es llevada a cabo principalmente por metaloproteasas de matriz 
(MMPs, matrix metalloproteinases) y por el sistema activador del plasminógeno de tipo uroquinasa 
(uPA, urokinase plasminogen activator) (Egeblad y Werb, 2002; Danø et al., 2005). Aunque en la 
actualidad se conocen 25 miembros de la familia de las MMPs, la mayoría de los estudios se han 
centrado en el papel de MMP2 y de MMP9 en la degradación de la membrana basal, que es un paso 
fundamental en el proceso de invasión tumoral (Köhrmann et al., 2009). Por otro lado, cuando el 
receptor de uPA interacciona con uPA se produce el procesamiento del plasminógeno dando lugar a la 
activación de la plasmina, que conduce, a su vez, tanto a la degradación de componentes de la MEC 
como a la activación de MMPs (Riisbro et al., 2002). La inhibición del sistema uPA mediante 
silenciamiento génico restringe la invasión de las células de cáncer de mama y reduce la expresión de 
MMP9 (Huang et al., 2010). Además, las integrinas también participan en la regulación de la 
actividad de MMPs (Li y Feng, 2011). De hecho, las integrinas α5β1 y α3β1 están implicadas en el 
aumento de los niveles de MMP9 (Rolli et al., 2003; Mitchell et al., 2010). Por último, la heparanasa 
también está involucrada en la degradación de los componentes de la MEC mediante la degradación 
de proteoglicanos de heparán sulfato (Götte y Yip, 2006). 
La migración de las células tumorales por las zonas previamente degradadas puede tener lugar 
de manera individual o colectiva (McSherry et al., 2007). En los tumores altamente diferenciados, las 
células de cáncer de mama tienden a migrar de manera colectiva, mientras que lo hacen de manera 
individual en los tumores poco diferenciados (McSherry et al., 2007). Las células tumorales necesitan 
la presencia de uniones intercelulares para poder migrar de manera colectiva (Scully et al., 2012). 
Como resultado, después de que tenga lugar la intravasación, las células van a circular como un 
émbolo por la sangre o por la linfa, lo que facilita su supervivencia en la circulación (Fidler, 1970). Por 
otro lado, las células tumorales pueden migrar individualmente de dos formas diferentes (McSherry et 
al., 2007), que consisten en un movimiento mesenquimal dependiente de proteasas (Friedl y Wolf, 
2008; Iwatsuki et al., 2010; Yilmaz y Christofori, 2010) o en un movimiento ameboide independiente 
de proteasas (Wyckoff et al., 2006; Mierke et al., 2008; Provenzano et al., 2008; Yilmaz y Christofori, 
2010). Aunque se ha descrito que las células tumorales utilizan el movimiento mesenquimal 
predominantemente (McSherry et al., 2007), bajo ciertas circunstancias pueden producirse cambios en 
el modo de migración celular (Panková et al., 2010). 
Las células tumorales que sean capaces de sobrevivir en la circulación van a diseminarse por 
el cuerpo y alcanzar órganos distales (Hunter et al., 2008; Mego et al., 2010). Se ha postulado que las 
células tumorales pueden secretar diferentes sustancias que preparan el microambiente de futuros 
sitios metastásico antes de que tenga lugar la propia diseminación (Psaila et al., 2006). Algunos 
autores han descrito que las células tumorales inducen la expresión de MMP9 tanto en las células 
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endoteliales como en los macrófagos del pulmón, promoviendo su invasión preferencial en los 
pulmones (Hiratsuka et al., 2002). En línea con esta observación, las células de cáncer de mama 
metastatizan preferentemente al hueso y al pulmón, seguidos de otros órganos como el hígado y el 
cerebro con menor frecuencia (Minn et al., 2005b). De hecho, se han identificado perfiles de expresión 
génica relacionados con la diseminación metastásica preferencial de las células de cáncer de mama al 
hueso y al pulmón, que apoyarían la idea de que el proceso metastásico muestra tropismo por ciertos 
órganos (Kang et al., 2003; Minn et al., 2005a). Otros autores han sugerido la implicación de las 
quimioquinas en el direccionamiento de las células tumorales hacia los órganos diana. Las células de 
cáncer de mama expresan el receptor de quimioquinas CXCR4, mientras que su ligando CXCL12 se 
expresa predominantemente en ganglios linfáticos, pulmón, hígado y hueso (Müller et al., 2001). Los 
órganos con mayor expresión de CXCL12 se corresponden con lugares comunes de cáncer de mama 
metastásico (Bruce et al., 1970). La interacción entre CXCR4 y CXCL12 promueve la migración de 
las células de cáncer de mama a estos sitios comunes de diseminación metastásica (Müller et al., 
2001). 
Otro aspecto importante en la diseminación metastásica es el establecimiento de la vasculatura 
tumoral. La angiogénesis juega un papel crítico en la generación de la metástasis y en el subsiguiente 
crecimiento metastásico (de Castro Junior et al., 2006). Los mecanismos implicados en la 
estimulación de la angiogénesis por las células tumorales son similares a los que se producen en 
condiciones fisiológicas normales (Papetti y Herman, 2002). El estrés mecánico, el estrés oxidativo o 
la hipoxia inducen la expresión de factores proangiogénicos (de Castro Junior et al., 2006), entre los 
que destaca el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, vascular endothelial growth factor), 
que, a su vez, va a estimular la angiogénesis resultando en un aumento de la vasculatura tumoral 
(Hicklin y Ellis, 2005). Además, el VEGF estimula la proliferación, la invasión y la migración de las 
células endoteliales potenciando la permeabilidad microvascular (Connolly, 1991; Ferrara et al., 1992; 
Dvorak, 2002). 
3.1. Implicación de ligandos de los receptores ERBB/HER en la diseminación 
metastásica de las células de cáncer de mama 
Algunos estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han conducido a la descripción de un 
mecanismo implicado en la diseminación metastásica de las células de cáncer de mama, que depende 
de la regulación de la producción de MMPs por las NRGs (Seoane et al., 2016). La activación de los 
receptores ERBB/HER tras la estimulación con NRG desencadena un aumento en la producción de 
MMP13 (también llamada colagenasa 3), a través de la activación de las quinasas ERK1/2 (Figura 6), 
que facilita la diseminación de las células de cáncer de mama (Seoane et al., 2016). Asimismo, otros 
autores han correlacionado la expresión elevada de la metaloproteasa MMP13 en muestras de cáncer 
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de mama con la detección de células tumorales en los ganglios linfáticos de las pacientes (Zhang et al., 
2008; Kotepui et al., 2016). La identificación de este mecanismo implicado en la diseminación 
metastásica de las células de cáncer de mama, nos llevó a buscar un compuesto que impidiera su 
funcionamiento, centrándonos en los aprobados para su uso en la práctica clínica, por ser los más 
adecuados para facilitar su posterior desarrollo clínico. 
 
Figura 6. Inducción de la producción de MMP13 por NRG. La activación de los receptores ERBB/HER 
tras la estimulación con NRG desencadena un aumento en la producción de MMP13, a través de la activación 
de las quinasas ERK1/2, que facilita la diseminación metastásica de las células de cáncer de mama. FT: factor 
de transcripción. 
3.2. Dasatinib 
Dasatinib (Sprycel®) es un TKI que fue identificado inicialmente como un inhibidor dual de 
SRC y de ABL (Lombardo et al., 2004). La capacidad de dasatinib para inhibir ABL ha permitido su 
uso en el tratamiento de la leucemia mieloide crónica y de la leucemia linfoblástica aguda positiva 
para el cromosoma Filadelfia (Lindauer y Hochhaus, 2010; Keating, 2017). Dasatinib también inhibe 
otras quinasas de la familia SRC (SFKs, SRC family kinases) como LCK, HCK, FYN, YES, FGR, 
BLK, LYN y FRK (Karaman et al., 2008). Además, dasatinib inhibe la actividad de algunos RTKs 
como c-KIT, c-FMS, el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR, platelet-
derived growth factor receptor) α y β, el receptor con dominio discoidina 1 (DDR1, discoidin domain 
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receptor 1) y los receptores de efrinas (Karaman et al., 2008). El amplio espectro de actividad de 
dasatinib, junto con el papel de varias de sus dianas en la patofisiología de distintos tipos de cáncer, 
ofrece oportunidades excelentes para su desarrollo en el tratamiento de estos cánceres (Montero et al., 
2011a). 
Dentro de los efectos antitumorales ejercidos por dasatinib, se ha descrito que inhibe la 
división celular en líneas celulares de cáncer de mama triple negativo (Finn et al., 2007; Nautiyal et 
al., 2009; Pichot et al., 2009), gástrico (Okamoto et al., 2010), pancreático (Nagaraj et al., 2010), de 
cabeza y cuello (Johnson et al., 2005), de pulmón (Johnson et al., 2005) y en leucemias mieloides 
(Guerrouahen et al., 2010), a través de la inducción de la parada del ciclo celular en la fase G0/G1. 
Asimismo, dasatinib promueve la muerte celular en líneas celulares de cáncer de cabeza y cuello 
(Johnson et al., 2005), de pulmón (Johnson et al., 2005) y pancreático (Nagaraj et al., 2010), causando 
un aumento en la población subG0 indicativo de apoptosis. Además, uno de los efectos antitumorales 
más importantes ejercidos por dasatinib consiste en su capacidad para inhibir la diseminación 
metastásica (Montero et al., 2011a). En este caso, parece que el mecanismo de acción responsable más 
relevante reside en el efecto inhibitorio de dasatinib sobre SRC y otras SFKs (Montero et al., 2011a). 
La tirosina quinasa SRC ha sido involucrada en el proceso metastásico por su capacidad para controlar 
la morfología celular y algunos procesos celulares tales como la adhesión, la migración y la invasión, a 
través de la regulación de distintas vías de señalización activadas por debajo de diferentes receptores o 
componentes del citoesqueleto (Ishizawar y Parsons, 2004). En un modelo ortotópico de cáncer de 
próstata, el tratamiento con dasatinib inhibe la actividad de SRC junto con la de otras SFKs y reduce 
tanto el crecimiento tumoral como la presencia de metástasis en los ganglios linfáticos de los ratones 
(Park et al., 2008). De la misma manera, se ha descrito que dasatinib reduce el crecimiento y la 
diseminación metastásica de células de adenocarcinoma pancreático humano (Trevino et al., 2006). 
Además, en cáncer de mama también se ha observado que dasatinib reduce la formación de metástasis 
óseas (Zhang et al., 2009). La capacidad de dasatinib para inhibir la diseminación metastásica en 
diferentes tipos tumorales junto con los datos obtenidos previamente por nuestro grupo, en los que se 
describe que el tratamiento con dasatinib en células de cáncer de mama sobreexpresoras del receptor 
HER2 disminuye la activación de las quinasas ERK1/2 (Seoane et al., 2010), posicionan a dasatinib 
como un buen candidato para bloquear la diseminación metastásica promovida por NRG y mediada 
por MMP13 en cáncer de mama. 
4. RESISTENCIA A TRASTUZUMAB EN CÁNCER DE MAMA 
El hecho de que el receptor HER2 se encuentre sobreexpresado en cáncer de mama y se haya 
correlacionado con mal pronóstico (Slamon et al., 1987), ha promovido la investigación y el desarrollo 
de estrategias terapéuticas dirigidas contra este receptor (Arteaga et al., 2011). La primera 
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aproximación terapéutica anti-HER2 exitosa comenzó con el desarrollo de un anticuerpo monoclonal 
de ratón llamado 4D5, dirigido contra el dominio extracelular del receptor HER2 (Hudziak et al., 
1989). Con la intención de poder trasladar el anticuerpo monoclonal de ratón 4D5 a la clínica y reducir 
su inmunogenicidad en pacientes, el anticuerpo fue humanizado insertando su región determinante de 
complementariedad en el esqueleto de una inmunoglobulina G1 humana (Carter et al., 1992). El 
anticuerpo recombinante humanizado anti-HER2 resultante de este esfuerzo se llamó trastuzumab 
(Herceptin®) y fue desarrollado por la empresa Genentech (San Francisco, Estados Unidos). En 
concreto, trastuzumab está dirigido contra el subdominio IV de la región extracelular del receptor 
HER2 (Fendly et al., 1990; Cho et al., 2003). 
El tratamiento con trastuzumab mostró eficacia antitumoral tanto en líneas celulares de cáncer 
de mama sobreexpresoras de HER2 como en xenoinjertos (Baselga et al., 1998; Pietras et al., 1998) y, 
además, en ensayos clínicos en mujeres con cáncer de mama HER2 positivo (Baselga et al., 1996; 
Pegram et al., 1998). En base a su eficacia clínica, trastuzumab fue aprobado en 1998 por la agencia 
estadounidense para el control de alimentos y medicamentos (FDA, Food and Drug Administration) 
para el tratamiento del cáncer de mama HER2 positivo metastásico, siendo la primera terapia anti-
HER2 aprobada por la FDA. Unos años después, en 2006, también fue aprobado para el tratamiento 
adyuvante del cáncer de mama HER2 positivo en combinación con quimioterapia. La llegada de 
trastuzumab a la práctica clínica ha mejorado considerablemente la supervivencia de las pacientes con 
cáncer de mama HER2 positivo. Sin embargo, uno de los principales problemas de la clínica 
oncológica es la aparición de resistencia al fármaco, que puede ser intrínseca (o primaria) o adquirida 
(o secundaria), dependiendo de si la paciente no responde al tratamiento desde el inicio o si deja de 
responder tras un periodo de respuesta inicial, respectivamente. 
4.1. Mecanismos de acción de trastuzumab 
Aunque en la actualidad el uso de trastuzumab está muy extendido en el tratamiento del 
cáncer de mama HER2 positivo, los mecanismos responsables de su acción anticancerígena no se 
conocen totalmente. Se han propuesto varios mecanismos, que se describen a continuación. 
4.1.1. Internalización y degradación de HER2. Algunos autores han sugerido que 
trastuzumab disminuye los niveles totales de HER2 en la superficie de las células, al promover su 
internalización a través de endocitosis y su posterior degradación (Cuello et al., 2001). La disminución 
de los niveles totales de HER2 va a conducir en último lugar a la reducción de la señalización mediada 
por el receptor, principalmente a través de MAPK y de PI3K (Nahta, 2012). 
4.1.2. Parada del ciclo celular. Otros estudios han mostrado que trastuzumab induce 
parada del ciclo celular en la fase G1, que va acompañada de un incremento en los niveles de p27 y, 
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además, de una disminución de la actividad de ciclina D1 y de CDK2 (Lane et al., 2000; Yakes et al., 
2002; Le et al., 2003). 
4.1.3. Inhibición de la vía de PI3K. Aunque la unión de trastuzumab a su epítopo no 
puede bloquear la heterodimerización de HER2 con los receptores EGFR o HER3 activados por 
ligando (Agus et al., 2002), se ha descrito que en ausencia de ligando trastuzumab rompe la 
heterodimerización de HER2/HER3, inhibiendo parcialmente la señalización a través de PI3K, la cual 
juega un papel fundamental en la proliferación de las células de cáncer de mama sobreexpresoras de 
HER2 (Lee-Hoeflich et al., 2008; Junttila et al., 2009). 
4.1.4. Inhibición de la angiogénesis. Trastuzumab modula los efectos de diferentes 
factores proangiogénicos y antiangiogénicos, induciendo la normalización y la regresión de la 
vasculatura en un modelo animal de xenoinjerto de células de cáncer de mama sobreexpresoras de 
HER2 (Izumi et al., 2002). Además, otros autores también han observado una disminución de la 
densidad de la microvasculatura in vivo tras el tratamiento con trastuzumab (Wen et al., 2006). En 
ambos trabajos los autores observaron una disminución de la producción del VEGF, que estaría 
mediando la inhibición de la angiogénesis ejercida por trastuzumab (Izumi et al., 2002; Wen et al., 
2006). 
4.1.5. Inducción de la respuesta inmune. Como trastuzumab es un anticuerpo, las 
células sobreexpresoras de HER2 cubiertas por trastuzumab van a ser reconocidas por células inmunes 
efectoras específicas induciendo la ADCC (Clynes et al., 2000; Arnould et al., 2006). Este 
reconocimiento tiene lugar a través de la unión entre la región Fc de trastuzumab y los receptores Fc 
gamma de las células inmunes efectoras (Clynes et al., 2000; Arnould et al., 2006). Seguramente la 
evidencia más convincente sobre la contribución de la ADCC en la actividad antitumoral de 
trastuzumab reside en los estudios realizados en ratones deficientes para los receptores FcγRIII, en los 
cuales el tratamiento con trastuzumab resulta en una tasa de regresión tumoral menor que la de los 
ratones que expresan los receptores (Clynes et al., 2000). Aunque es más complicado poder demostrar 
el papel de la ADCC en la actividad antitumoral de trastuzumab en pacientes con cáncer de mama, 
algunos autores han observado un aumento en la infiltración de células linfoides en muestras 
tumorales recogidas después del tratamiento con trastuzumab en comparación con las muestras 
tumorales sin tratar (Gennari et al., 2004). 
4.2. Mecanismos de resistencia a trastuzumab 
La mayoría de los mecanismos de resistencia a trastuzumab descritos se han identificado en 
modelos preclínicos basados principalmente en cultivos celulares. Estos modelos incluyen líneas 
celulares de cáncer de mama con amplificación de HER2 que presentan resistencia intrínseca a 
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trastuzumab o que muestran inicialmente inhibición del crecimiento en respuesta al tratamiento, pero 
han sido expuestas a dosis de trastuzumab relevantes desde el punto de vista clínico durante un largo 
periodo de tiempo hasta la adquisición de resistencia al fármaco. En la mayoría de los modelos de 
resistencia adquirida a trastuzumab, la amplificación de HER2 y la sobreexpresión del receptor se 
mantienen al mismo nivel que en las células parentales (Nahta et al., 2004). Utilizando estos modelos 
se han identificado diversos mecanismos de resistencia a trastuzumab (Figura 7), que se especifican en 
los siguientes apartados. Como estos mecanismos no están completamente validados en muestras 
clínicas, un objetivo importante de los estudios sobre mecanismos de resistencia a trastuzumab 
continúa siendo clarificar cuáles de todos los mecanismos identificados son relevantes desde el punto 
de vista clínico. Además, el hecho de que la incidencia de resistencia a trastuzumab sea 
significativamente mayor que la frecuencia de presentación de las anomalías moleculares identificadas 
indica que deben existir mecanismos de resistencia a trastuzumab adicionales a los actualmente 
conocidos (Spector y Blackwell, 2009; Scaltriti et al., 2011). 
 
Figura 7. Representación esquemática de los mecanismos propuestos de resistencia a trastuzumab. (A) 
Enmascaramiento del epítopo. (B) Deficiencias en la inducción de la respuesta inmune. (C) Aumento de la 
señalización a través de otros receptores ERBB/HER (D) Aumento de la señalización a través de otros 
receptores. (E) Aumento de la señalización por debajo de HER2. (F) Defectos en la apoptosis o en el control 
del ciclo celular. 
4.2.1. Enmascaramiento del epítopo. El enmascaramiento del epítopo por otras 
moléculas puede afectar a la unión de trastuzumab a HER2 y se ha descrito como un mecanismo de 
resistencia al fármaco. Una de estas moléculas es la glicoproteína asociada a la membrana MUC4, 
cuya sobreexpresión enmascara el sitio de unión de trastuzumab al interaccionar con HER2 y confiere 
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resistencia al mismo (Price-Schiavi et al., 2002; Nagy et al., 2005). El silenciamiento de MUC4 
aumenta la unión de trastuzumab a HER2 y revierte la resistencia al fármaco (Nagy et al., 2005). Por 
otro lado, la sobreexpresión de una forma procesada de otro miembro de la familia, mucina 1 
(MUC1), también se ha identificado en un modelo de resistencia a trastuzumab (Fessler et al., 2009). 
Aunque se ha descrito que esta forma procesada de MUC1 se asocia con HER2 (Li et al., 2003), 
también puede homodimerizar desencadenando la señalización a través de vías implicadas en 
supervivencia y proliferación (Hikita et al., 2008; Mahanta et al., 2008). Por último, la formación del 
complejo compuesto por hialuronano y por su receptor transmembrana, CD44, también impide el 
acceso de trastuzumab a HER2 al enmascarar el epítopo y conduce a resistencia al fármaco (Pályi-
Krekk et al., 2007). El tratamiento de estas células con un inhibidor de las síntesis de hialuronano 
aumenta la unión de trastuzumab a HER2 y los subsiguientes efectos antitumorales (Pályi-Krekk et 
al., 2007). 
4.2.2. Activación de la señalización a través de otros receptores. La activación de la 
señalización a través de otros receptores, pertenecientes a la misma o a distinta familia, también ha 
sido asociada con la resistencia a trastuzumab. Distintos autores han mostrado que la señalización 
iniciada por los ligandos de EGFR, HER3 y HER4 puede revertir los efectos antiproliferativos de 
trastuzumab (Moulder et al., 2001; Motoyama et al., 2002). En un modelo de resistencia a 
trastuzumab, se ha descrito la expresión elevada de los ligandos de EGFR y de HER3, de manera que 
el tratamiento de estas células con lapatinib o con otros inhibidores de EGFR consigue restaurar la 
acción del fármaco (Ritter et al., 2007). Otros autores han mostrado que la sobreexpresión de TGFα 
confiere resistencia a trastuzumab y que en muestras de pacientes la expresión de TGFα tiene lugar 
después de la aparición de resistencia al fármaco (Valabrega et al., 2005). Por otro lado, la 
sobreexpresión del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1R, insulin-
like growth factor-1 receptor) o el aumento en los niveles del heterodímero IGF-1R/HER2 han sido 
descritos como mecanismos de resistencia a trastuzumab, de manera que la inhibición de la 
señalización a través de IGF-1R o de la actividad tirosina quinasa de HER2 revierten la resistencia a 
trastuzumab (Lu et al., 2001; Nahta et al., 2005; Nahta et al., 2007; Browne et al., 2011). Asimismo, 
los niveles elevados de IGF-1R se han correlacionado con una respuesta pobre al tratamiento con 
trastuzumab en un ensayo clínico (Harris et al., 2007). La señalización a través de MET por 
sobreexpresión del mismo o por estimulación con su ligando, el factor de crecimiento de hepatocitos 
(HGF, hepatocyte growth factor), también contribuye a la resistencia a trastuzumab, por lo que el 
silenciamiento de MET o la inhibición de la actividad del receptor mejoran la respuesta a trastuzumab 
(Shattuck et al., 2008). Además, estos autores han identificado una cohorte de pacientes con 
sobreexpresión de MET y de su ligando, que no responden a la combinación de quimioterapia y 
trastuzumab (Shattuck et al., 2008). Otro mecanismo de resistencia a trastuzumab consiste en la 
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sobreexpresión de la citoquina secretada GDF15, de modo que la inhibición de la actividad tirosina 
quinasa de HER2 bloquea la señalización mediada por GDF15 y reduce la resistencia a trastuzumab 
(Joshi et al., 2011). Por último, la sobreexpresión del VEGF también se ha descrito en diferentes 
modelos de resistencia a trastuzumab, en los que el tratamiento con el anticuerpo monoclonal 
bevacizumab (Avastin®) dirigido contra el VEGF o la inhibición de la actividad del receptor del 
VEGF (VEGFR, vascular endotelial growth factor receptor) restauran la sensibilidad al fármaco (du 
Manoir et al., 2006; Oliveras-Ferraros et al., 2010; Valabrega et al., 2011). 
4.2.3. Aumento de la señalización por debajo de HER2. Algunos autores han descrito 
que las mutaciones somáticas de ganancia de función en PIK3CA, que es el gen que codifica la 
subunidad catalítica p110α de PI3K, confieren resistencia a trastuzumab a través de la activación 
constitutiva de la vía (Berns et al., 2007; Ginestier et al., 2007; O'Brien et al., 2010). En línea con estas 
observaciones, otros autores han mostrado que el silenciamiento de PTEN induce resistencia a 
trastuzumab (Nagata et al., 2004). Como PTEN funciona como un regulador negativo de la vía de 
PI3K, la pérdida de función de PTEN también resulta en la activación constitutiva de la vía (Simpson 
y Parsons, 2001). El tratamiento combinado con trastuzumab y un inhibidor de PI3K revierte la 
resistencia a trastuzumab generada por el silenciamiento de PTEN (Nagata et al., 2004). Asimismo, 
estos autores han mostrado que la pérdida de PTEN se correlaciona con una peor respuesta de las 
pacientes al tratamiento con trastuzumab (Nagata et al., 2004). 
4.2.4. Defectos en la apoptosis o en el control del ciclo celular. Los defectos en la 
apoptosis o en el control del ciclo celular también están emergiendo como mecanismos de resistencia 
a trastuzumab. En varios modelos de resistencia intrínseca a trastuzumab se han identificado niveles 
elevados de la proteína inhibidora de la apoptosis survivina (Oliveras-Ferraros et al., 2011; Valabrega 
et al., 2011) y de la proteína anti-apoptótica MCL-1 (Valabrega et al., 2011). La disminución de los 
niveles de survivina mediante silenciamiento génico o el tratamiento de las células con un TKI de 
amplio espectro, que reduce los niveles de ambas proteínas, restaura la sensibilidad a trastuzumab 
(Oliveras-Ferraros et al., 2011; Valabrega et al., 2011). Por otro lado, la sobreexpresión de ciclina E se 
ha identificado en un modelo de resistencia a trastuzumab y se ha mostrado que confiere resistencia al 
fármaco (Scaltriti et al., 2011). La disminución de los niveles de ciclina E o de su actividad mediante 
silenciamiento génico o por el tratamiento de las células con inhibidores de CDK2, respectivamente, 
reduce la proliferación celular y potencia la apoptosis en este modelo (Scaltriti et al., 2011). Además, 
estos autores han identificado que la sobreexpresión de ciclina E por amplificación génica está 
asociada con una peor respuesta al tratamiento con trastuzumab en una cohorte de pacientes con 
cáncer de mama HER2 positivo (Scaltriti et al., 2011). De manera alternativa, otros autores han 
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mostrado que la disminución de los niveles de p27 está asociada con la resistencia a trastuzumab y que 
la sensibilidad al fármaco se puede restaurar mediante la transfección del gen p27 (Nahta et al., 2004). 
4.2.5. Inducción deficiente de la respuesta inmune. En último lugar, la inducción 
deficiente de la respuesta inmune también contribuye a la resistencia a trastuzumab. Como hemos 
mencionado anteriormente, el tratamiento con trastuzumab de ratones deficientes para los receptores 
FcRγIII resulta en una tasa de regresión tumoral menor que la de los ratones que expresan los 
receptores (Clynes et al., 2000). De manera consistente con este estudio, se han identificado 
polimorfismos en los genes que codifican los receptores FcγRIIa y FcγRIIIa en humanos, que están 
asociados con la respuesta de las pacientes al tratamiento con trastuzumab (Musolino et al., 2008). Los 
polimorfismos asociados con una mejor respuesta son los que inducen una ADCC más eficientemente 
(Musolino et al., 2008). 
4.3. Estrategias terapéuticas para revertir la resistencia a trastuzumab 
A medida que se ha ido avanzando en el desarrollo de otras terapias anti-HER2 y en el 
conocimiento de los mecanismos de resistencia a trastuzumab, han surgido estrategias terapéuticas 
potenciales para revertir la resistencia al mismo. Una de estas estrategias propuestas consiste en el 
cambio de la terapia anti-HER2. Por ejemplo, el tratamiento con lapatinib o con neratinib ha resultado 
efectivo en pacientes que progresan a trastuzumab (Geyer et al., 2006; Burstein et al., 2010). 
Asimismo, trastuzumab-emtansina ha mostrado eficacia clínica en pacientes con cáncer de mama 
HER2 positivo metastásico con progresión a trastuzumab (Vogel et al., 2009). Otra de las estrategias 
surgidas radica en la combinación de diferentes terapias dirigidas contra HER2. Por un lado, la 
combinación de lapatinib y trastuzumab ha resultado ser más efectiva que el tratamiento solo con 
lapatinib después de la progresión a trastuzumab (Blackwell et al., 2010). Por otro lado, el tratamiento 
combinado de trastuzumab y pertuzumab también ha resultado ser una estrategia efectiva en pacientes 
que habían progresado previamente a trastuzumab (Baselga et al., 2010). Además, los inhibidores de 
la vía de PI3K están emergiendo como estrategia para restaurar la sensibilidad a trastuzumab. Dentro 
de estos, el inhibidor de mTOR everolimus ha mostrado eficacia clínica en pacientes con cáncer de 
mama HER2 positivo metastásico con progresión a trastuzumab (Andre et al., 2010; Jerusalem et al., 
2011; Morrow et al., 2011). De manera complementaria a estas estrategias descritas, actualmente se 
está evaluando en ensayos clínicos el efecto de otros inhibidores tanto de la vía de PI3K como de otras 
moléculas implicadas en la generación de la resistencia, a la vez que continúa la búsqueda preclínica 
de nuevas estrategias terapéuticas para revertir la resistencia a trastuzumab. Con tal objetivo, en este 
trabajo hemos empleado un modelo de resistencia adquirida al fármaco generado previamente por 
nuestro grupo (Díaz-Rodríguez et al., 2019). Como se describe más adelante, los resultados obtenidos 
nos llevaron a evaluar la inhibición farmacológica de la vía ubiquitina-proteasoma de degradación de 
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proteínas como estrategia terapéutica potencial para revertir la resistencia a trastuzumab en cáncer de 
mama HER2 positivo. 
4.4. Vía ubiquitina-proteasoma de degradación de proteínas 
La vía ubiquitina-proteasoma es el principal sistema de degradación de proteínas presente en 
las células eucariotas (Orlowski y Michaud, 1989; Glickman y Ciechanover, 2002; Schwartz y 
Ciechanover, 2009). Para asegurar la degradación adecuada de las proteínas dañadas, mal plegadas o 
que ya no son necesarias, los componentes de esta vía tienen que actuar de manera coordinada en 
distintos pasos que se pueden dividir en dos etapas sucesivas. La primera etapa consiste en la 
ubiquitinación o conjugación covalente de múltiples residuos de ubiquitina al sustrato proteico para 
formar la señal de degradación, mientras que la segunda etapa consiste en la degradación de la 
proteína ubiquitinada por el proteasoma 26S, junto con la liberación de las moléculas de ubiquitina 
(Figura 8). 
 
Figura 8. Representación esquemática de la vía ubiquitina-proteasoma. La ubiquitina es activada y unida 
covalentemente al sustrato proteico por la acción sucesiva de las enzimas E1, E2 y E3. Una vez marcado con 
la señal de degradación, el sustrato proteico va a ser reconocido y degradado por el proteasoma 26S. Las 
enzimas deubiquitinasas se van a encargar de liberar los monómeros de ubiquitina para que puedan ser 
reutilizados en el marcaje de otros sustratos. AMP: adenosín monofosfato; ATP: adenosín trifosfato; PPi: 
pirofosfato. 
La ubiquitina es una proteína pequeña de 76 aminoácidos altamente conservada en células 
eucariotas. En el proceso de ubiquitinación intervienen tres reacciones enzimáticas secuenciales. 
Inicialmente, una enzima activadora de la ubiquitina o E1 se encarga de activar la ubiquitina en una 
reacción dependiente de ATP mediante la adenilación del extremo C-terminal de la ubiquitina 
(Hershko et al.,1981) y posterior formación de un enlace tioéster entre el extremo C-terminal de la 
ubiquitina y la cisteína del centro activo de la E1 (Ciechanover et al., 1981; Hershko et al., 1983). A 
continuación, la ubiquitina se va a transferir a una enzima conjugadora de la ubiquitina o E2 a través 
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de la formación de otro enlace tioéster entre la cisteína del centro activo de la E2 y el extremo C-
terminal de la ubiquitina, de forma dependiente de ATP (Hershko et al., 1983). La transferencia de la 
ubiquitina de la E2 al sustrato requiere una tercera enzima ubiquitina ligasa o E3, que lleva unido el 
sustrato proteico, y se va a producir mediante la formación de un enlace isopeptídico entre el extremo 
C-terminal de la ubiquitina y una lisina interna del sustrato (Hershko et al., 1986). Después de la 
conjugación covalente de la primera molécula de ubiquitina al sustrato proteico, se van a añadir 
nuevas moléculas de ubiquitina sobre la previa hasta formar la señal de degradación, que consiste en 
un mínimo de cuatro moléculas de ubiquitina unidas entre sí por un enlace isopeptídico entre el 
extremo C-terminal de una de las moléculas y la lisina 48 de la otra (Thrower et al., 2000). Una vez 
ubiquitinado, el sustrato proteico va a ser reconocido el proteasoma 26S para su degradación. 
 
Figura 9. Estructura del proteasoma 26S. El proteasoma 26S está compuesto por un núcleo catalítico 20S 
flanqueado por dos partículas reguladoras 19S. El núcleo catalítico está formado a su vez por cuatro anillos de 
7 subunidades α (anillos externos) o β (anillos internos) cada uno. En las subunidades β1, β2 y β5 reside la 
actividad catalítica del proteasoma 26S. 
El proteasoma 26S es un complejo proteico formado por un núcleo catalítico 20S y por dos 
partículas reguladoras 19S situadas en ambos extremos del núcleo catalítico (Tanaka, 2009) 
(Figura 9). El núcleo catalítico 20S está formado a su vez por cuatro anillos apilados en forma de 
barril. Cada uno de los anillos exteriores está compuesto por siete subunidades α, mientras que cada 
uno de los interiores está compuesto por siete subunidades β. Dentro de estas últimas, la actividad 
catalítica del proteasoma reside en las subunidades β1, β2 y β5, que presentan actividad post-glutamil 
(corta después de residuos ácidos), tríptica (corta después de residuos básicos) y quimotríptica (corta 
después de residuos hidrofóbicos), respectivamente (Groll et al., 1999). La partícula reguladora 19S 
está formada por al menos 19 subunidades y es la responsable del reconocimiento de las proteínas 
ubiquitinadas susceptibles de degradación. Mientras que algunas de las proteínas ubiquitinadas se 
unen directamente al proteasoma al interaccionar con determinadas subunidades de la partícula 
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reguladora 19S implicadas en el reconocimiento del sustrato proteico (Deveraux et al., 1994; Lam et 
al., 2002; Husnjak et al., 2008), otras son llevadas hasta el proteasoma a través de proteínas 
adaptadoras, que interaccionan tanto con la partícula reguladora como con la cadena de poliubiquitina 
del sustrato (Elsasser et al., 2004; Kim et al., 2004; Verma et al., 2004). Además, la partícula 
reguladora también juega un papel importante en el desplegamiento del sustrato y en su translocación 
al canal del núcleo catalítico (Finley, 2009; Tanaka, 2009). Ambos procesos necesitan energía 
metabólica para ser llevados a cabo, que se obtiene a partir de la actividad ATPasa de algunas de las 
subunidades que componen la partícula reguladora. Una vez en el canal del núcleo catalítico, el 
sustrato va a ser procesado en pequeños péptidos de 3 a 22 residuos de longitud (Nussbaum et al., 
1998), que posteriormente serán hidrolizados por proteasas citosólicas inespecíficas hasta aminoácidos 
que pueden ser reutilizados por la célula (Orlowski y Michaud, 1989; Glickman y Ciechanover, 2002; 
Schwartz y Ciechanover, 2009). La cadena de poliubiquitina no es degradada por el proteasoma, sino 
que es desprendida del sustrato por la única subunidad de la partícula reguladora 19S que posee 
actividad deubiquitinasa intrínseca (Tanaka, 2009). Después de ser liberada, las enzimas 
deubiquitinasas se van a encargar de separar las moléculas de ubiquitina en monómeros para que 
puedan ser reutilizadas en el marcaje de otros sustratos proteicos (Kawakami et al., 1999). 
4.5. Bortezomib 
El inhibidor del proteasoma bortezomib (Velcade®) es un análogo modificado del ácido 
dipeptidil borónico que se une de forma reversible y con alta afinidad a la subunidad β5 del núcleo 
catalítico 20S (Adams et al., 1999; Berkers et al., 2005; Groll et al., 2006). Bortezomib representa el 
primer inhibidor del proteasoma empleado en la práctica clínica y está aprobado para el tratamiento 
tanto del mieloma múltiple como del linfoma de células del manto (Grosicki et al., 2014; Hambley et 
al., 2016). Aunque los mecanismos de acción de bortezomib junto con sus efectos clínicos se han 
estudiado de manera más extensiva en mieloma múltiple y en otros cánceres hematológicos (Chauhan 
et al., 2003; Dai et al., 2003; Hideshima et al., 2004; Navas et al., 2006; Kojima et al., 2007; 
Minderman et al., 2007; Podar et al., 2007; Tai et al., 2007), el efecto antitumoral ejercido por 
bortezomib se ha demostrado también en una amplia variedad de líneas celulares tumorales y en 
modelos animales de tumores sólidos, entre los que se encuentran el carcinoma escamoso de cabeza y 
cuello (Sunwoo et al., 2001; Van Waes et al., 2005; Duan et al., 2007), el carcinoma renal (An et al., 
2004), el cáncer de pulmón no microcítico (Yang et al., 2004), el cáncer colorrectal (Yu et al., 2003), 
el cáncer de páncreas (Nawrocki et al., 2002), el cáncer de próstata (Williams et al., 2003) y el cáncer 
de mama (Cardoso et al., 2006). 
A pesar del éxito de bortezomib en el tratamiento de distintos tipos de cánceres 
hematológicos, en tumores sólidos la eficacia clínica de bortezomib como agente único es limitada 
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(Huang et al., 2014). Sin embargo, distintos estudios preclínicos y clínicos han mostrado que en 
combinación con otros fármacos, bortezomib presenta una actividad antitumoral importante, 
sugiriendo un efecto aditivo o sinérgico en tumores sólidos (Cardoso et al., 2004; Roeten et al., 2018). 
En cáncer de mama en concreto bortezomib ha mostrado este efecto aditivo o sinérgico en 
combinación con doxorubicina (Thornton et al., 2011), doxorubicina liposomal (Orlowski y Dees, 
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HIPÓTESIS 
La familia de receptores tirosina quinasa ERBB/HER y sus ligandos juegan un papel 
importante en la oncogénesis y en la progresión tumoral del cáncer de mama. El desarrollo de terapias 
dirigidas contra estos receptores ha mejorado tanto el pronóstico como la calidad de vida de las 
pacientes. Sin embargo, la diseminación metastásica de las células de cáncer de mama y la generación 
de resistencias a los tratamientos empleados en la práctica clínica son los responsables de que esta 
enfermedad todavía sea incurable. La búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas que puedan 
bloquear o revertir estas situaciones es fundamental para aumentar la supervivencia de las pacientes. 
 
OBJETIVO GENERAL 
Teniendo en cuenta esta hipótesis, en el presente proyecto de tesis doctoral nos planteamos 
como objetivo general la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas en cáncer de mama que 
permitieran bloquear la diseminación metastásica o revertir la resistencia a los tratamientos empleados. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1.  Encontrar una estrategia terapéutica que pudiera inhibir la producción de MMP13 inducida en 
respuesta a la estimulación con NRG para bloquear la diseminación metastásica de las células 
de cáncer de mama. 
2. Identificar una estrategia terapéutica que pudiera revertir la resistencia a trastuzumab en cáncer 
de mama HER2 positivo. 
 
La sección de resultados de esta tesis doctoral está dividida en dos capítulos. En cada capítulo 
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1. REACTIVOS GENERALES Y FÁRMACOS 
Los reactivos generales y los fármacos empleados en este trabajo se recogen agrupados por su 
procedencia en la tabla 3. En general, todos los fármacos empleados in vitro se disolvieron en 
dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración mil veces superior a la dosis de tratamiento indicada en 
cada experimento. Únicamente para los ensayos in vivo, dasatinib se disolvió en ácido tartárico 25 mM. 
Tabla 3. Reactivos generales y fármacos empleados en este trabajo 
Reactivo o fármaco Procedencia 
Acetato sódico (ref. 106268), ácido acético (ref. 100063), ácido 
clorhídrico fumante al 37 % (ref. 100317), carbonato sódico 
(ref. 106392), dimetilformamida (ref. 103053), DMSO (ref. 
802912), dodecilsulfato sódico (SDS, sodium dodecyl sulfate; 
ref. 822050), glicerol (ref. 104092), NaCl (ref. 106404) y 
tris(hidroximetil)aminometano (Tris; ref. 108382) 
Merck (Darmstadt, Alemania) 
Ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfónico (HEPES; 
ref. 3375), ácido tartárico (ref. T109), albúmina de suero 
bovino (BSA, bovine serum albumin; ref. A7906), azul de 
bromofenol (ref. B8026), β-glicerofosfato (ref. 50020), β-
mercaptoetanol (ref. M7154), CaCl2 (ref. C1016) 3-[(3-
colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS; 
ref. 226947), cristal violeta (ref. C3886), fluoruro sódico (ref. 
S7920), luminol (ref. A8511), MgCl2 (ref. M8266), Nonidet™ 
P-40 (ref. 74385), ortovanadato sódico (ref. S6508), 
paraformaldehído (ref. 158127), peróxido de hidrógeno (ref. 
H1009), p-iodofenol (ref. I10201), sacarosa (S0389), Triton™ 
X-100 (ref. X100), Tween® 20 (ref. P1379) y xileno cianol 
(ref. X4126) 
Sigma-Aldrich (San Luis, Estados 
Unidos) 
Ampicilina (ref. 11257), ácido etilendiaminotetraacético 
(EDTA; ref. 15700), aprotinina (ref. 11388), fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride; ref. 
20203), leupeptina (ref. 18413) y pepstatina (ref. 20037) 
USB (Cleveland, Estados Unidos) 
Antibióticos (penicilina/estreptomicina, ref. 15140122), medio 
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium; ref. 41966-029), medio Roswell Park 
Memorial Institute (RPMI) 1640 (ref. 21875-034), suero fetal 
bovino (FBS, fetal bovine serum; ref. 10270106) y tripsina-
EDTA (ref. 25200056) 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Estados Unidos) 
BIX02189 (ref. S1531), bortezomib (ref. S1013), carfilzomib 
(ref. S2853) y trametinib (ref. S2673) 
Selleck Chemicals (Houston, Estados 
Unidos) 
CB-5083 (ref. HY-12861), P5091 (ref. HY-15667), serdemetan 
(ref. HY-12025) y VLX1570 (ref. HY-12471) 
MedChemExpress (Monmouth 
Junction, Estados Unidos) 
Dasatinib (ref. D-3307) 
LC Laboratories (Woburn, Estados 
Unidos) 
Glicina (ref. 16507) 
Affymetrix (Santa Clara, Estados 
Unidos) 
H2O Milli-Q® 
Merck Millipore (Burlington, Estados 
Unidos) 
MG132 (ref. 474790) y PP2 (ref. 529573) 
Calbiochem (San Diego, Estados 
Unidos) 
Neuregulina 1 β2 (NRG; ref. CYT-407) Prospec (Rehovot, Israel) 
Tampón fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline), 
bacterias competentes Escherichia coli DH5α, medio Luria-
Bertani (LB) y placas LB-agar con 100 µg/mL de ampicilina 
Servicio de limpieza, esterilización y 
cocina de medios del CIC-IBMCC 
(Salamanca, España) 
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2. ANTICUERPOS 
Las características principales de los anticuerpos empleados para el desarrollo de este trabajo, así 
como su procedencia, se detallan en la tabla 4. 
Tabla 4. Anticuerpos empleados en este trabajo 
Anticuerpo Aplicación Fuente Procedencia 
Anticuerpos primarios 
Anti-CSK (C74C1) WB: 1/5.000 
Monoclonal 
de conejo 
Cell Signaling Technologies (Beverly, 
Estados Unidos); ref. 4980 
Anti-ciclina B1 (GNS1) WB:1/5.000 
Monoclonal 
de ratón 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 
Estados Unidos); ref. sc-245 
Anti-caspasa 3 WB:1/10.000 
Monoclonal 
de ratón 
BD Biosciences (San José, Estados 
Unidos); ref. 610322 





Cell Signaling Technologies; ref. 9664 
Anti-caspasa 7 (D2Q3L) WB:1/1.000 
Monoclonal 
de conejo 
Cell Signaling Technologies; ref. 12827 
Anti-caspasa 8 (1C12) WB:1/1.000 
Monoclonal 
de ratón 
Cell Signaling Technologies; ref. 9746 
Anti-caspasa 9 WB:1/1.000 
Policlonal 
de conejo 
Cell Signaling Technologies; ref. 9502 
Anti-ERK1/2 (C-14)* WB: 1/3.000 
Policlonal 
de conejo 
Santa Cruz Biotechnology; ref. sc-154 
Anti-ERK5 IP: 2 µL 
Policlonal 
de conejo 
Producido en el laboratorio (Esparís-
Ogando et al., 2002) 
Anti-fosfo-AKT (Ser473) WB: 1/5.000 
Monoclonal 
de ratón 
BD Biosciences; ref. 560397 
Anti-fosfo-CDK1 (Y15) WB: 1/2.000 
Policlonal 
de conejo 






Cell Signaling Technologies; ref. 9106 
Anti-fosfo-ERK5 WB: 1/3.000 
Policlonal 
de conejo 
Producido en el laboratorio (Esparís-






Cell Signaling Technologies; ref. 9121 
Anti-fosfo-MEK5 WB: 1/2.500 
Policlonal 
de conejo 
Producido en el laboratorio (Sánchez-
Fdez et al., 2019) 
Anti-fosfo-c-RAF (Ser259) WB: 1/4.000 
Policlonal 
de conejo 
Cell Signaling Technologies; ref. 9421 
Anti-fosfo-S6 (Ser240/244) WB: 1/10.000 
Policlonal 
de conejo 






Cell Signaling Technologies; ref. 2101 
Anti-fosfo-Tyr (PY99) WB: 1/10.000 
Monoclonal 
de ratón 
Santa Cruz Biotechnology; ref. sc-7020 
Anti-FYN WB: 1/5.000 
Policlonal 
de conejo 
Cell Signaling Technologies; ref. 4023 
Anti-GAPDH (FL-335)* WB: 1/20.000 
Policlonal 
de conejo 
Santa Cruz Biotechnology; ref. sc-
25778 
Anti-HER2 (Ab3) WB: 1/10.000 
Monoclonal 
de ratón 
Calbiochem; ref. OP15 
Anti-HER2 (4D5) IP: 2 µg 
Monoclonal 
de ratón 
Cedido por John Mendelsohn (MD 
Anderson Cancer Center, Houston, 
Estados Unidos) 
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Anti-HER3 




Producido en el laboratorio (Sánchez-
Martín y Pandiella, 2012)  
Anti-LCK (D88) XP® WB: 1/5.000 
Monoclonal 
de conejo 
Cell Signaling Technologies; ref. 2984 
Anti-LYN (C13F9) WB: 1/5.000 
Monoclonal 
de conejo 
Cell Signaling Technologies; ref. 2796 
Anti-MEK5 IP: 2,5 µL 
Policlonal 
de conejo 
Producido en el laboratorio (Sánchez-
Fdez et al., 2019) 
Anti-MMP13 (H-230)* 




Santa Cruz Biotechnology; ref. 30073 
Anti-NRG 




Producido en el laboratorio (Montero et 
al., 2000)  
Anti-RAS WB: 1/1.000 
Monoclonal 
de ratón 
Cedido por Eugenio Santos (CIC-
IBMCC) 
Anti-SRC (32G6) WB: 1/5.000 
Monoclonal 
de conejo 
Cell Signaling Technologies; ref. 2123 
Anti-SHC 




Merck Millipore; ref. 06-203 
Anti-WEE1 (H-300)* WB: 1/1.000 
Policlonal 
de conejo 
Santa Cruz Biotechnology; ref. 9037 
Anti-YES WB: 1/10.000 
Policlonal 
de conejo 





Bio-Rad Laboratories (Hercules, 
Estados Unidos); ref. 170-6515 
Anti-conejo-HRP específico 




Jackson Immunoresearch Laboratories 





GE Healhcare Life Sciences 
(Piscataway, Estados Unidos); ref. 
NA931 
* Los anticuerpos policlonales de conejo de Santa Cruz Biotechnology han sido descatalogados. WB: 
Western blot; IP: inmunoprecipitación; HRP: peroxidasa de rábano. 
3. LÍNEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO 
3.1. Líneas celulares 
Las líneas celulares empleadas para la realización de este trabajo son de origen humano y sus 
principales características se detallan en la tabla 5. Las líneas celulares BT474, HEK293T, MCF7, 
MDAMB231, SKBR3 y T47D fueron compradas a la colección americana de cultivos tipo (ATCC, 
American Type Culture Collection, Manassas, Estados Unidos). Las líneas celulares BT549 y HCC3153 
fueron cedidas por Jesús Pérez-Losada (CIC-IBMCC). La línea celular BTRH, que se caracteriza por ser 
resistente al anticuerpo monoclonal humanizado anti-HER2 trastuzumab, fue generada previamente en 
el laboratorio a partir de la línea celular parental BT474 mediante exposición prolongada al fármaco 
(Díaz-Rodríguez et al., 2019). Las células MCF7 que expresan tanto el gen codificante de la isoforma 
α2c de la NRG1 de rata como el gen indicador de la luciferasa también fueron generadas previamente en 
el laboratorio (Yuste et al., 2005; Seoane et al., 2016). 
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Tabla 5. Líneas celulares empleadas en este trabajo 
Línea celular Tejido 
Receptores  
(ER, PR y HER2) 
Subtipo clínico de 
cáncer de mama 
BT474 
Carcinoma ductal de 
mama  
ER+/PR+/HER2 sobreexpresado HER2 positivo 
BT549 
Carcinoma ductal de 
mama  
ER-/PR-/HER2- Triple negativo 
BTRH 
Carcinoma ductal de 
mama  
ER+/PR+/HER2 sobreexpresado HER2 positivo 
HCC3153 
Carcinoma ductal de 
mama  
ER-/PR-/HER2- Triple negativo 





















ER-/PR-/HER2 sobreexpresado HER2 positivo 
T47D 






3.2. Descongelación y mantenimiento de las líneas celulares 
El cultivo de las líneas celulares se realizó a partir de células congeladas en viales criogénicos en 
tanques de nitrógeno líquido. Los viales se calentaron en un baño termostático Grant SUB14 (Grant 
Instruments, Shepreth, Inglaterra) a 37 °C durante 2 minutos para su descongelación y el contenido de 
cada vial se transfirió a un tubo de polipropileno de 15 mL (Corning, Corning, Estados Unidos; ref. 
352070), que contenía 5 mL del medio de cultivo correspondiente, indicado en la tabla 6. Los tubos se 
centrifugaron a 219 x g a temperatura ambiente durante 3 minutos en una centrífuga Eppendorf 5810 R 
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y las células sedimentadas se resuspendieron en 5 mL de medio de 
cultivo para sembrarlas en placas de cultivo de 100 mm estériles (Corning; ref. 430167), que contenían 
otros 5 mL de medio. Las placas se mantuvieron en una incubadora HERAcell® 150 (Heraeus, Hanau, 
Alemania) a 37 °C en atmósfera húmeda al 5 % de CO2 hasta que el cultivo celular alcanzó una 
confluencia del 80-90 % y se realizó el subcultivo del mismo. El seguimiento del cultivo celular se 
realizó diariamente con un microscopio invertido Zeiss Axiovert 25 (Carl Zeiss Microscopy, Jena, 
Alemania). En primer lugar, se retiró el medio de cultivo de la placa y las células adheridas se lavaron 
con PBS (NaCl 137 mM; Na2HPO4 7,98 mM; KCl 2,68 mM; KH2PO4 1,47 mM) estéril para eliminar 
los restos de medio. Seguidamente, las células se incubaron con 1 mL (por placa) de una solución de 
0,25 % de tripsina-EDTA 1 mM durante 2 minutos a 37 °C para producir su disociación de la placa y 
entre ellas. Una vez disociadas, el efecto de la tripsina se neutralizó añadiendo medio de cultivo y un 
volumen determinado de la suspensión celular resultante se transfirió a placas de 100 mm nuevas acorde 
con la dilución de subcultivo requerida para cada línea celular, que se recoge en la tabla 6. Las placas se 
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completaron con medio hasta un volumen final de 8-10 mL y se volvieron a mantener en la incubadora 
de cultivos celulares. Cuando el cultivo celular alcanzó una confluencia del 80-90 %, se realizó de nuevo 
el subcultivo del mismo. Con el objetivo de renovar el cultivo celular, periódicamente se descongelaron 
nuevos viales criogénicos conservados en tanques de nitrógeno líquido, procediendo como se indica en 
este apartado. Todo el proceso se realizó en condiciones de esterilidad en una cabina de seguridad 
biológica Telstar Bio-II-A o Telstar BioULTRA (Azbil Telstar Technologies, Tarrasa, España), al igual 
que cualquier manipulación de las líneas celulares en cultivo que se describa en los siguientes apartados. 
Tabla 6. Condiciones de cultivo de las líneas celulares empleadas en este trabajo 
Línea celular Medio de cultivo Dilución de subcultivo 
BT474 
DMEM con alta concentración de glucosa (4,5 g/L), 
L-glutamina 4 mM y piruvato sódico 1 mM 
suplementado con antibióticos (penicilina 100 U/mL 
y estreptomicina 100 µg/mL) y 10 % de FBS 
1:4 
BT549 
RPMI 1640 con L-glutamina 2 mM suplementado 
con antibióticos (penicilina 100 U/mL y 
estreptomicina 100 µg/mL) y 10 % de FBS 
1:8 
BTRH El mismo que para la línea celular BT474 1:4 
HCC3153 El mismo que para la línea celular BT549 1:4 
HEK293T 
DMEM con alta concentración de glucosa (4,5 g/L), 
L-glutamina 4 mM y piruvato sódico 1 mM 
suplementado con antibióticos (penicilina 100 U/mL 
y estreptomicina 100 µg/mL) y 5 % de FBS 
1:10 
MCF7 El mismo que para la línea celular BT474 1:4 
MCF7-NRGα2c-
Luc 
El mismo que para la línea celular BT474 1:4 
MDAMB231 El mismo que para la línea celular BT474 1:10 
SKBR3 El mismo que para la línea celular BT474 1:3 
T47D El mismo que para la línea celular BT474 1:4 
 
3.3. Preservación de las líneas celulares 
El cultivo celular en fase de crecimiento exponencial se congeló cuando fue necesaria su 
conservación. Para ello, las células se disociaron según se indica en el apartado anterior y la suspensión 
celular resultante se transfirió a un tubo de polipropileno de 15 mL, que se centrifugó a 219 x g a 
temperatura ambiente durante 3 minutos en una centrífuga Eppendorf 5810 R. Las células sedimentadas 
se resuspendieron en 1 mL de medio de congelación frío, que se preparó adicionando 10 % de DMSO 
como agente crioprotector al medio de cultivo, y se transfirieron a un vial criogénico (Sarsdedt, 
Nümbrecht, Alemania; ref. 72.380.992). Los viales se mantuvieron a -80 °C durante 24 horas y se 
transfirieron a tanques de nitrógeno líquido, donde se almacenaron a largo plazo. 
Materiales y Métodos 
 54 
4. RECUENTO CELULAR 
Para llevar a cabo los experimentos a una densidad celular determinada fue necesario realizar 
previamente el recuento de las células en cultivo. Las células se disociaron como se indica en el apartado 
3.2 y se resuspendieron en medio de cultivo (15-30 mL dependiendo de la confluencia del cultivo). A 
continuación, se recogieron 500 µL de la suspensión celular en un vaso de poliestireno (Beckman 
Coulter Life Sciences, Indianápolis, Estados Unidos; ref. A35473) y se diluyeron en 9,5 mL de 
ISOTON® II (Beckman Coulter Life Sciences; ref. 8546719). El recuento de las células se realizó en un 
contador de partículas Beckman Coulter Z1 Particle Counter (Beckman Coulter Life Sciences), que 
detectaba partículas con un tamaño comprendido entre los 8 y los 24 µm. Para cada muestra se 
realizaron tres lecturas y el número de células en cultivo se calculó como la media de los triplicados 
multiplicada por el factor de dilución correspondiente utilizado (20). 
5. TRATAMIENTO Y ESTIMULACIÓN CELULAR 
Para los estudios sobre dasatinib, cuando el cultivo de las líneas celulares BT474, BT549, 
HCC3153, MCF7, MDAMB231, SKBR3 y T47D en placas de 100 mm alcanzó un 70-80 % de 
confluencia, las células se privaron de suero. Para ello, se retiró el medio de cultivo de la placa y las 
células adheridas se lavaron con PBS estéril tres veces, antes de incubarlas con medio de cultivo 
suplementado únicamente con antibióticos. Después de 16-18 horas, las células se trataron con dasatinib 
1 µM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO (vehículo control). Además, las células MCF7 fueron 
tratadas con otras concentraciones de dasatinib (10, 25, 50, 100, 250 o 500 nM), con trametinib 1 µM, 
con BIX02189 10 µM o con PP2 20 µM durante el mismo tiempo. Después de los tratamientos, las 
células se estimularon o no con NRG 10 nM durante los tiempos indicados en cada experimento. Las 
células MCF7, que se habían sometido al silenciamiento génico según se indica en el apartado 7, se 
privaron de suero igualmente y se estimularon o no con NRG 10 nM durante los tiempos indicados en 
los experimentos. Las células MCF7-NRGα2c-Luc se privaron de suero del mismo modo y se trataron 
con dasatinib 1 µM durante 24 horas o con 0,1 % de DMSO. Para los estudios sobre bortezomib, las 
células BT474 y BTRH se sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 3 x 106 células por placa y 
se incubaron durante 24 horas para permitir su adhesión a la placa. Una vez adheridas, las células se 
trataron directamente con bortezomib 50 nM durante 12, 24, 36 y 48 horas o con 0,1 % de DMSO 
(vehículo control). Transcurridos estos tiempos de tratamiento o de estimulación, las células se 
procesaron para realizar el análisis de proteínas o de la expresión génica según se describe más adelante. 
Los tratamientos y la estimulación con NRG tuvieron lugar en la incubadora de cultivos celulares en las 
condiciones descritas anteriormente. 
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6. ADQUISICIÓN DE IMÁGENES DESPUÉS DEL TRATAMIENTO 
La adquisición de imágenes de las células BT474 y BTRH tratadas se realizó mediante 
microscopía de campo claro utilizando un microscopio EVOS Floid Cell Imaging Station (Invitrogen, 
Carlsbad, Estados Unidos) con un objetivo 20X. Las imágenes son representativas de un experimento 
que se repitió tres veces. 
7. SILENCIAMIENTO GÉNICO EN LAS LÍNEAS CELULARES 
7.1. Producción de lentivirus 
Para la producción de lentivirus se utilizaron las células HEK293T y se eligió un sistema de 
tercera generación que requiere el empleo de cuatro plásmidos, entre los que se encuentran repartidos los 
componentes necesarios para la producción de lentivirus: un plásmido lentiviral que porta el inserto de 
interés, dos plásmidos empaquetadores y un plásmido para la envuelta. Las células HEK293T se 
sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 2,5 x 106 células por placa y, después de 24 horas, se 
co-transfectaron con 4 µg de cada uno de los siguientes plásmidos (Addgene, Cambridge, Estados 
Unidos): pMDLg/pRRE (contiene los genes gag y pol, los cuales codifican las proteínas estructurales y 
enzimas retrovirales fundamentales para el empaquetamiento del ARN genómico en la partícula viral y, 
además, contiene la región RRE, que es el sitio de unión para la proteína Rev), pRSV-Rev (codifica la 
proteína Rev que facilita la exportación del ARN mensajero del núcleo al citoplasma) y pMD2.G 
(codifica la glicoproteína del virus de la estomatitis vesicular, conocida como VSV), junto con 8 µg del 
plásmido lentiviral pLKO.1, que contenía una horquilla pequeña de ARN (shRNA, short hairpin RNA) 
(Moffat et al., 2006) que no estaba dirigida contra ningún gen humano (sh-Control) o que estaba dirigida 
contra SRC, YES1 o CSK (GE Dharmacon, Lafayette, Estados Unidos). La co-transfección se realizó 
utilizando el reactivo de transfección jetPEI® (Polyplus-transfection, Illkirch, Francia; ref. 101-10N). Por 
un lado, se mezclaron todos los plásmidos en un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL (Daslab, Barberá del 
Vallés, España; ref. 175508) con 250 µL de NaCl 150 mM (proporcionado con el jetPEI®). Por otro 
lado, se mezclaron 40 µL de jetPEI® con 250 µL de NaCl 150 mM en otro tubo. A continuación, se 
transfirió la mezcla de jetPEI® a la de ADN y se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. 
Pasado este tiempo, se adicionó la mezcla resultante gota a gota sobre el medio de cultivo de las células 
HEK293T, que se encontraban a una densidad del 70-80 %. A las 24 horas de la transfección, se 
reemplazó el medio de las células HEK293T por el de las células MCF7. Después de 24 horas, se 
recogió el medio que contenía los lentivirus que se habían producido y se filtró con filtros Millex®-HV 
de membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, polyvinylidene difluoride) de 0,45 µm de tamaño 
de poro (Merck Millipore; ref. SLHV033RB) para eliminar las células presentes. El medio de cultivo 
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filtrado se empleó para transducir las células MCF7 como se indica a continuación o se congeló a -80 °C 
si la transducción celular no se llevó a cabo seguidamente. 
7.2. Transducción celular 
Las células MCF7 se sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 2 x 106 células por 
placa y se incubaron durante 24 horas para permitir su adhesión a la placa. Una vez adheridas, se 
descartó su medio de cultivo para incubarlas con el medio filtrado de las células HEK293T, al que se le 
habían añadido 6 µg/mL de polibreno (Sigma-Aldrich; ref. H9268) para aumentar la eficiencia de la 
transducción celular (Davis et al., 2002). Después de 8 horas de incubación con los lentivirus, se 
reemplazó el medio de las células MCF7 por medio fresco y se cultivaron durante 48 horas para permitir 
un silenciamiento génico eficiente. Pasado este tiempo, las células infectadas se seleccionaron con 
3 µg/mL de puromicina (Sigma-Aldrich; ref. P8833) durante 48 horas (el plásmido pLKO.1 contiene el 
gen de resistencia a puromicina bajo el promotor humano U6). Para evaluar la eficacia del 
silenciamiento génico, los niveles de proteína de SRC, YES o CSK de las células seleccionadas se 
analizaron por Western blot (WB) como se indica en el siguiente apartado. Se probaron un mínimo de 
cinco secuencias diferentes de shRNA dirigidas contra SRC, YES1 o CSK y se seleccionaron aquellas 
dos que produjeron mayor silenciamiento para llevar a cabo la estimulación de las células con NRG o los 
experimentos de migración e invasión celular. Solo se muestran resultados representativos utilizando una 
secuencia de shRNA para cada gen. 
8. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
8.1. Extracción y cuantificación de proteínas 
La extracción de proteínas celulares se realizó mediante un método químico de ruptura celular o 
lisis empleando el detergente no iónico Nonidet™ P-40. Las placas de 100 mm con las células tratadas 
se depositaron en hielo y todo el proceso de extracción subsiguiente se realizó también en hielo para 
mantener la estabilidad de las proteínas. Después de descartar el medio de cultivo, las células adheridas 
se lavaron dos veces con PBS frío y se lisaron incubándolas con 1 mL (por placa) de tampón de lisis frío 
(1 % de Nonidet™ P-40; 10 % de glicerol; EDTA 50 mM; NaCl 140 mM; Tris-HCl 20 mM, pH 7,0; 
aprotinina 1 μg/mL; leupeptina 1 μg/mL; pepstatina 1 μM; PMSF 1 mM; β-glicerofosfato 25 mM; 
fluoruro sódico 10 mM; ortovanadato sódico 1 mM) durante 15 minutos en hielo. El lisado celular se 
recogió con ayuda de un raspador celular (Sarsdedt; ref. 83.1830), se pasó a un tubo de microcentrífuga 
de 1,5 mL y se clarificó mediante centrifugación a 10.000 x g a 4 °C durante 10 minutos en una 
centrífuga Eppendorf 5417 R (Eppendorf). El sobrenadante se recogió en otro tubo y la concentración de 
proteína fue determinada mediante el método del ácido bicinconínico (BCA, bicinchoninic acid) con el 
kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific; ref. 23225). En una placa de 
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96 pocillos (Corning; ref. 353072) se realizó una dilución 1:5 del extracto proteico, para lo cual se 
añadieron 20 μL de H2O Milli-Q® y 5 μL del extracto por pocillo y por triplicado, a los que se 
adicionaron 200 μL de la solución de trabajo (50 partes del reactivo A con una parte del reactivo B). La 
placa se colocó en agitación durante 1 minuto a temperatura ambiente protegida de la luz en un agitador 
orbital Boeco OS 20 (Boeckel, Hamburgo, Alemania) y se incubó a 37 °C durante 30 minutos en la 
incubadora de cultivos celulares. Transcurrido este tiempo, se dejó enfriar hasta temperatura ambiente y 
la absorbancia se leyó a 570 nm en un espectrofotómetro Ultra Evolution 1536 (Tecan, Männedorf, 
Suiza). En la misma placa se prepararon también soluciones patrón de BSA en un rango de 
concentración de 0 a 2.000 µg/mL siguiendo las instrucciones del fabricante para obtener la recta patrón. 
Los valores de absorbancia media obtenidos de cada extracto proteico se interpolaron en esta recta 
patrón para obtener los valores de concentración de proteína de los mismos. Una vez cuantificados, se 
prepararon las muestras para llevar a cabo la detección de proteínas utilizando el método de WB. La 
mayoría de las proteínas se detectaron directamente en extracto proteico, mezclando el volumen 
correspondiente a la cantidad de proteína necesaria, en función de la proteína objeto de estudio, con el 
mismo volumen de tampón de carga 2X (0,05 % de azul de bromofenol; 4 % de SDS; 20 % de glicerol; 
2 % de β-mercaptoetanol; Tris-HCl 100 mM, pH 6,8) en tubos de microcentrífuga de 1,5 mL. Las 
muestras fueron sometidas a electroforesis según se describe más adelante o guardadas a -20 °C si la 
electroforesis no se realizó a continuación. Sin embargo, para detectar algunas proteínas o sus formas 
fosforiladas en residuos de tirosina fue necesario enriquecer la muestra en dicha proteína mediante 
inmunoprecipitación (IP). 
8.2. IP 
Las proteínas MMP13, HER2, HER3, SHC, MEK5, ERK5 y NRG fueron inmunoprecipitadas 
de los extractos proteicos antes de ser analizados sus niveles o su fosforilación mediante WB. En un tubo 
de microcentrífuga de 1,5 mL se incubaron 2 mg de extracto proteico con 60 µL de una dilución 1:10 
(0,6 mg) de proteína A-Sefarosa™ CL-4B (GE Healthcare, Little Chalfont, Inglaterra; ref. 17-0780-01) 
y con la cantidad de anticuerpo correspondiente, indicada en la tabla 4, durante 2 horas a 4 °C en 
agitación en un balancín Speci-Mix M26120-26 (Barnstead Thermolyne, Dubuque, Estados Unidos). 
Pasado este tiempo, los complejos inmunes se precipitaron mediante centrifugación a 10.000 x g a 
temperatura ambiente durante 20 segundos en una centrífuga Eppendorf 5417 R y se lavaron tres veces 
con 1 mL de tampón de lisis frío cada una, precipitándolos de la misma forma. Una vez lavados, los 
complejos inmunoprecipitados se resuspendieron en 30 µL de tampón de carga 2X y fueron sometidos a 
electroforesis como se describe en el siguiente apartado. Donde se indica, la proteína MMP13 secretada 
al medio también fue inmunoprecipitada antes de ser analizada por WB. El medio de cultivo (4 mL) de 
las células tratadas se recogió en un tubo de polipropileno de 15 mL y se centrifugó a 219 x g a 4 °C 
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durante 3 minutos en una centrífuga Eppendorf 5810 R para sedimentar las células presentes. El 
sobrenadante se transfirió a un tubo de microcentrífuga de 5 mL (Eppendorf; ref. 0030119401) donde se 
incubó con 60 µL de la dilución 1:10 (0,6 mg) de proteína A-Sefarosa™ CL-4B y con 1 µg de anti-
MMP13 durante 2 horas a 4 °C en agitación en el balancín. Después de la incubación, los complejos 
inmunes se precipitaron mediante centrifugación a 4.500 x g a temperatura ambiente durante 
20 segundos en la misma centrífuga y se procesaron como se ha descrito anteriormente en este apartado 
para someterlos a electroforesis. Las muestras se guardaron a -20 °C si la electroforesis no se realizó 
seguidamente. 
8.3. WB 
La separación de las proteínas de las muestras se realizó por electroforesis en condiciones 
reductoras en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis) siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras se 
hirvieron a 100 °C durante 7 minutos en un termobloque AccuBlock™ D1200 (Labnet International, 
Woodbridge, Estados Unidos) para asegurar su desnaturalización y se cargaron en un gel de 
poliacrilamida montado en una cubeta de electroforesis pequeña Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad 
Laboratories) o en una grande de tipo Sturdier. El porcentaje de poliacrilamida del gel se eligió en 
función del tamaño de la proteína de interés. Las cubetas se completaron con tampón de electroforesis 
(0,1 % de SDS; glicina 192 mM; Tris 25 mM) y las proteínas se separaron sometiendo los geles a un 
voltaje constante de 120 V en el caso de los geles pequeños o de 200 V en los geles grandes. La 
electroforesis se dio por finalizada cuando el frente de avance, indicado por el azul de bromofenol del 
tampón de carga, salió del gel. Una vez finalizada, las proteínas se transfirieron electroforéticamente a 
una membrana Inmobilon®-P de PVDF de 0,45 µm de tamaño de poro (Merck Millipore; ref. 
IPVH00010). Para ello, se utilizó el sistema de transferencia húmeda Trans-Blot® Cell (Bio-Rad 
Laboratories) en tampón de transferencia (glicina 192 mM; Tris 25 mM; pH 8,1-8,5) a un voltaje 
constante de 20 V durante 14 horas, o a un amperaje constante de 500 mA durante un tiempo fijado en 
función del porcentaje de poliacrilamida del gel y de sus dimensiones (entre 70 minutos y 3 horas). A 
continuación, las membranas se bloquearon durante 2 horas a temperatura ambiente en tampón salino 
Tris con Tween® 20 (TBS-T, Tris buffered saline with Tween® 20; 0,1 % de Tween® 20; NaCl 
150 mM; Tris-HCl 20 mM, pH 7,5) que contenía 1 % de BSA para evitar las uniones inespecíficas de 
los anticuerpos a la membrana. Pasado este tiempo, las membranas se incubaron con el anticuerpo 
primario correspondiente diluido en TBS-T durante al menos 2 horas a temperatura ambiente. Las 
membranas se lavaron tres veces con TBS-T durante 7 minutos cada una y se incubaron con el 
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rábano (HRP, horseradish peroxidase) durante 
30 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios y secundarios empleados, junto con sus 
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diluciones, se indican en la tabla 4. Tras realizar nuevamente tres lavados con TBS-T de 7 minutos cada 
uno, la membrana se incubó en tampón de revelado (0,08 % de luminol; 0,02 % de p-iodofenol; Tris-
HCl 0,1 M, pH 9,35), al que previamente se le añadió peróxido de hidrógeno 0,44 M, durante 1 minuto a 
temperatura ambiente. Finalmente, las bandas correspondientes a las proteínas se visualizaron en una 
película radiográfica Agfa CP-BU NEW (Agfa-Gevaert, Mortsel, Bélgica; ref. EWPJH). Tanto el 
bloqueo de la membrana como las incubaciones con los anticuerpos o con el tampón de revelado se 
realizaron en agitación en un balancín Boekel Rocker II (Boekel Scientific, Feasterville-Trevose, Estados 
Unidos). Los lavados se realizaron en agitación en un agitador orbital Boeco OS 20. El análisis 
densitométrico de las bandas correspondientes a MMP13 se realizó utilizando el programa de dominio 
público ImageJ (https://imagej.nih.gov/nih-image). Para determinar los valores de la IC50 se utilizó el 
programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, Estados Unidos). De manera rutinaria, 
como control de carga de las muestras en los geles se utilizó la proteína GAPDH. 
9. ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN ENTRE PROTEÍNAS 
El análisis de la interacción entre los receptores ERBB/HER (HER2 y HER3) y la proteína 
adaptadora SHC se llevó a cabo mediante co-IP seguida de WB. La extracción de proteínas de las 
células MCF7 tratadas se realizó como se ha descrito en el apartado 8.1, con la diferencia de que las 
células se lisaron en un tampón de lisis formulado para favorecer el mantenimiento de las interacciones 
entre proteínas, que contenía el detergente anfótero CHAPS (0,3 % de CHAPS; EDTA 1 mM; NaCl 
120 mM; HEPES 40 mM, pH 7,4; aprotinina 1 μg/mL; leupeptina 1 μg/mL; pepstatina 1 μM; PMSF 
1 mM; β-glicerofosfato 25 mM; fluoruro sódico 10 mM; ortovanadato sódico 1 mM). La IP 
subsiguiente se llevó a cabo según se ha descrito en el apartado 8.2 con las siguientes modificaciones. 
Los complejos inmunes se precipitaron mediante centrifugación a 4 °C y se lavaron con el tampón de 
lisis con CHAPS frío precipitándolos de la misma forma. Las proteínas unidas a los complejos se 
analizaron por WB como se describe en el apartado 8.3. 
10. ANÁLISIS DE LA ACTIVACIÓN DE RAS 
10.1. Expresión de la proteína de fusión GST-RBD 
Para expresar la proteína de fusión GST-RBD, que está formada por la proteína glutatión S 
transferasa (GST) y el dominio de unión a RAS-GTP de RAF (RBD, RAS-binding domain), se 
transformaron bacterias competentes Escherichia coli DH5α con el vector codificante de la proteína de 
fusión pGEX 2T-RBD (cedido por Eugenio Santos, CIC-IBMCC) siguiendo un protocolo de 
transformación rápida. La transformación se realizó en esterilidad en la proximidad de la llama de un 
mechero con alcohol de quemar a partir de 20 µl de bacterias competentes, que se mezclaron con 1 µl de 
ADN plasmídico en un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL de manera manual y suavemente. La mezcla 
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se incubó en hielo durante 5 minutos, a los que les siguió un choque térmico a 37 °C durante 1 minuto y 
otra incubación en hielo de 2 minutos. A continuación, se añadieron 200 µL de LB (0,5 % de extracto de 
levadura; 1 % de NaCl; 1 % de triptona; pH 7,0) a la mezcla y se incubó a 37 °C durante 5 minutos. Las 
incubaciones tuvieron lugar en un termobloque AccuBlock™ D1100 (Labnet International). Finalmente, 
se sembraron distintos volúmenes de la mezcla en distintas placas de 100 mm con LB-agar y 100 µg/mL 
de ampicilina (el plásmido pGEX 2T-RBD contiene el gen de resistencia a ampicilina) con ayuda de un 
asa de siembra estéril Lazy-L Spreader™ (Sigma-Aldrich; ref. Z376779) y se crecieron a 37 °C durante 
toda la noche en una estufa Memmert 800 (Memmert, Schwabach, Alemania). Al día siguiente, se 
picaron algunas colonias con una punta estéril de pipeta de 200 µL (Daslab; ref. 162001) y se inocularon 
en un tubo de ensayo con 3 mL de LB con 100 µg/mL de ampicilina (una colonia por tubo). Los tubos 
se incubaron a 37 °C en agitación durante 8 horas y, seguidamente, se inocularon 20 µL del cultivo 
bacteriano en 1 L de LB con 100 µg/mL de ampicilina en un matraz de 5 L, que se incubó a 37 °C en 
agitación durante toda la noche. A la mañana siguiente, se midió la densidad óptica del cultivo a 600 nm 
en un espectrofotómetro SmartSpec™ Plus (Bio-Rad Laboratories) y cuando estaba entre 0,5 y 0,7, se le 
añadió isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (Invitrogen; ref. AM9464) 500 µM para inducir la producción 
de la proteína de fusión GST-RBD durante las 4 horas de incubación a 37 °C en agitación subsiguientes. 
Todas las incubaciones se realizaron a 240 min-1 en una incubadora con agitación Kühner ISF-1-W 
(Adolf Kühner, Birsfelden, Suiza). Para recoger las bacterias, el cultivo se distribuyó en tubos de 
policarbonato de 250 mL, que se centrifugaron a 5.000 x g a temperatura ambiente durante 10 minutos 
en una centrífuga Beckman Avanti® J-25 (Beckman Coulter Life Sciences). Las bacterias sedimentadas 
se congelaron a -20 °C si la purificación de la proteína de fusión no se llevó a cabo a continuación. 
10.2. Purificación de la proteína de fusión GST-RBD 
Las bacterias sedimentadas se resuspendieron en 10 mL de tampón de unión (EDTA 10 mM; 
PMSF 2 mM; en PBS) en un tubo de policarbonato de 50 mL. El homogenado resultante se sonicó seis 
veces durante 15 segundos cada una a baja amplitud (24 %), con un intervalo de 2 minutos entre pulsos 
de sonicación, en un sonicador Sonics Vibra-Cell™ VCX-500 (Sonics & Materials, Newtown, Estados 
Unidos) en hielo. El lisado bacteriano obtenido se clarificó mediante centrifugación a 30.000 x g a 4 °C 
durante 20 minutos en una centrífuga Beckman Avanti® J-25 y el sobrenadante con la proteína de 
fusión se distribuyó en tubos de microcentrífuga de 1,5 mL, que se congelaron a -80 °C si no se procedió 
seguidamente al acoplamiento de la proteína de fusión a bolas de glutatión-Sefarosa™ 4B (GE 
Healthcare; ref. 17-0756-01) como se describe a continuación. 
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10.3. Acoplamiento de GST-RBD a bolas de glutatión-Sefarosa™ 4B 
El acoplamiento de la proteína fusión GST-RBD a las bolas de glutatión-Sefarosa™ 4B se 
realizó incubando 1 mL de lisado bacteriano con 200 µL de bolas en un tubo de microcentrífuga de 
1,5 mL durante 2 horas a 4 °C en agitación en un balancín Speci-Mix M26120-26. Las bolas con la 
proteína de fusión acoplada se precipitaron por centrifugación a 10.000 x g a 4 °C durante 20 segundos 
en una centrífuga Eppendorf 5417 R, se lavaron tres veces con 1 mL de PBS frío cada una y se 
resuspendieron en 1 mL de tampón de lisis con magnesio frío (MLB, magnesium lysis buffer; EDTA 
1 mM; MgCl2 10 mM; 2 % de glicerol; 1% de Nonidet™ P-40; NaCl 150 mM; HEPES 25 mM, 
pH 7,5; aprotinina 10 μg/mL; leupeptina 10 μg/mL; PMSF 1 mM; fluoruro sódico 25 mM; ortovanadato 
sódico 1 mM). La cuantificación de la proteína de fusión acoplada a las bolas se realizó sometiendo una 
muestra a SDS-PAGE según se describe en el apartado 8.3, tomando como referencia las muestras 
patrón de BSA que se cargaron en el mismo gel. La visualización de las bandas correspondientes a las 
proteínas se llevó a cabo tiñendo el gel con BlueSafe (NZYTech, Lisboa, Portugal; ref. MB15201) 
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez cuantificada, la proteína de fusión acoplada a las 
bolas se empleó para precipitar la forma activa de RAS (RAS unida a GTP) según se indica a 
continuación. 
10.4. Precipitación de RAS-GTP 
Para realizar la precipitación de RAS-GTP, las placas de 100 mm con las células MCF7 tratadas 
se depositaron en hielo y, tras retirar el medio de cultivo, se lavaron dos veces con PBS frío y se 
incubaron con 1 mL (por placa) de MLB frío. La extracción y la cuantificación de las proteínas se 
realizaron según se ha indicado en el apartado 8.1. En un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL se 
incubaron 4 mg de extracto proteico con 100 µL de las bolas acopladas a GST-RBD (20-25 µg) durante 
30 minutos a 4 °C en agitación en un balancín Speci-Mix M26120-26. Los complejos se precipitaron 
por centrifugación a 10.000 x g a temperatura ambiente durante 20 segundos en una centrífuga 
Eppendorf 5417 R, se lavaron tres veces con 1 mL de MLB frío cada una y se resuspendieron en el 
mismo volumen de tampón de carga 2X. La proteína RAS-GTP fue analizada por WB como se describe 
en el aparatado 8.3. 
11. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
11.1. Extracción y cuantificación de ARN total 
La extracción de ARN de las células MCF7 se realizó con el reactivo TRIzol® (Invitrogen; ref. 
15596-026). Para ello, las placas de 100 mm con las células tratadas se depositaron en hielo y, después 
de retirar el medio de cultivo, se lavaron dos veces con PBS frío y se lisaron con 1 mL (por placa) de 
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TRIzol®. Las células se recogieron con ayuda de un raspador celular y se transfirieron a un tubo de 
microcentrífuga de 1,5 mL, donde se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir 
la disociación completa de los complejos nucleoproteicos. A continuación, se añadieron 200 µL de 
cloroformo (Merck; ref. 102445) a cada tubo, se agitaron manualmente durante 15 segundos de forma 
vigorosa y se volvieron a incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron 
a 12.000 x g a 4 °C durante 15 minutos para separar la muestra en tres fases: una fase acuosa superior 
(incolora) en la que permanece el ARN, una interfase (blanca) en la que permanece el ADN y una fase 
orgánica inferior (roja) en la que se mantienen las proteínas. La fase acuosa se transfirió a otro tubo, al 
que se añadieron 500 µL de isopropanol (Honeywell, Morris Plains, Estados Unidos; ref. 563935) para 
precipitar el ARN mediante una incubación de 10 minutos a temperatura ambiente seguida de una 
centrifugación a 12.000 x g a 4 °C durante otros 10 minutos. El ARN precipitado se lavó con 1 mL de 
etanol (Merck; ref. 100983) al 75 %, se centrifugó de nuevo a 7.500 x g a 4 °C durante 5 minutos y se 
dejó secar durante 10 minutos a temperatura ambiente, antes de resuspenderlo manualmente en 20 µL de 
agua libre de ARNasas. Todas las centrifugaciones tuvieron lugar en una centrífuga Eppendorf 5417 R. 
La concentración de ARN se determinó en un NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific). Para 
comprobar la integridad del ARN extraído, se prepararon muestras mezclando 1 µg de ARN con 
tampón de carga 10X (0,41 % de azul de bromofenol; 0,41 % de xileno cianol; 50 % de glicerol), que se 
sometieron a electroforesis horizontal en un gel de 0,8 % de agarosa (Laboratorios Conda, Madrid, 
España; ref. 8010) con 2 µg/mL de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich; ref. E1510). La electroforesis se 
realizó en una cubeta Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories) en tampón TAE (EDTA 1 mM; 
ácido acético 20 mM; Tris-HCl 40 mM, pH 8,0) a un voltaje constante de 80 V hasta que el frente de 
avance había recorrido como mínimo 5 cm. Las bandas fueron visualizadas en un transiluminador Bio-
Rad Gel Doc 2000 (Bio-Rad Laboratories) con luz ultravioleta. Una vez confirmada la integridad del 
ARN, se procedió a la síntesis del ADN complementario al ARN mensajero por retrotranscripción. 
Cuando la retrotranscripción no se realizó a continuación, las muestras de ARN se guardaron a -80 °C. 
11.2. Síntesis del ADN complementario 
La síntesis del ADN complementario se realizó empleando la transcriptasa inversa del virus de 
la leucemia murina de Molony (transcriptasa inversa M-MLV, Molony murine leukemia virus; 
Invitrogen; ref. 28025013). La reacción partió de 2 µg de ARN total, a los que se anilló 0,5 µg de un 
oligonucleótido de politimidinas (oligo-dT12-18; Invitrogen) y se añadió 1 µL de una mezcla de 
desoxirribonucleótidos trifosfato 10 mM (Biotools, Madrid, España; ref. 20.031-4179) en un tubo de 
microcentrífuga de 0,2 mL (Thermo Fisher Scientific; ref. AB-0337). La mezcla se llevó a un volumen 
final de 12 µL con H2O Milli-Q® estéril y se incubó a 65 °C durante 5 minutos. A continuación, los 
tubos se enfriaron rápidamente en hielo para añadir a cada uno 4 µL del tampón de reacción 5X 
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(proporcionado con la transcriptasa inversa), 2 µL de ditiotreitol 0,1 M (proporcionado con la enzima 
también) y 1 µL del inhibidor de ribonucleasa RNasin® (Promega, Madison, Estados Unidos; ref. 
N2111). Después de mezclar todos los componentes, los tubos se incubaron a 37 °C durante 2 minutos 
y, por último, se añadió 1 µL (200 unidades) de la enzima a la mezcla, que se incubó a 37 °C durante 
50 minutos para que la reacción tuviera lugar. Seguidamente, las muestras se calentaron a 70 °C durante 
15 minutos para inactivar la enzima y se guardaron a -20 °C. Todo el proceso se realizó en condiciones 
de esterilidad en una en una cabina de seguridad biológica Telstar AV-100 (Azbil Telstar Technologies). 
Las incubaciones se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, 
Waltham, Estados Unidos). Una vez sintetizado el ADN complementario, la cuantificación de la 
expresión de MMP13 se llevó a cabo mediante la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con 
transcriptasa inversa (qRT-PCR, quantitative reverse transcriptase polimerase chain reaction). Del 
mismo modo se realizó la cuantificación de la expresión de GAPDH para normalizar la de nuestro gen 
de interés. 
11.3. qRT-PCR 
Para realizar la qRT-PCR se empleó el reactivo SYBR® Select Master Mix for CFX (Applied 
Biosystems, Foster City, Estados Unidos; ref. 4472942) que contiene los componentes necesarios para la 
reacción, menos el ADN molde y los oligonucleótidos cebadores. Los oligonucleótidos cebadores 
(Invitrogen) utilizados se detallan en la tabla 7 y se habían diseñado previamente en el laboratorio con el 
programa de dominio público Primer3 (http://primer3.ut.ee). Para ello, se emplearon las secuencias de 
ARN mensajero de cada gen sin intrones de la base de datos pública Ensembl 
(https://www.ensembl.org) y se seleccionó que el producto resultante de la reacción no superase los 
250 pb. La reacción tuvo lugar en una placa multipocillo iCycler® iQ™ de 96 pocillos (Bio-Rad 
Laboratories; ref. 2239441) en la que se añadieron 12,5 µL de SYBR® Select Master Mix for CFX, 
160 nM de cada oligonucleótido cebador y 5 µL de una dilución 1:25 del ADN complementario (20 ng) 
en un volumen final de 25 µL de H2O Milli-Q® por pocillo y por duplicado. Además, para cada gen 
analizado se incluyó un control negativo, que contenía todos los componentes de la mezcla, menos el 
ADN molde que se sustituyó por 5 µL de H2O Milli-Q®. La reacción se preparó en condiciones de 
esterilidad, como se ha indicado en el apartado anterior. Una vez preparada, la placa se selló con una 
película óptica adhesiva Microseal® B (Bio-Rad Laboratories; ref. MSB1001) y la reacción se llevó a 
cabo en un termociclador iCycler® iQ™5 Multicolor Real Time PCR Detection System (Bio-Rad 
Laboratories) con un programa formado por las siguientes etapas: (1) una etapa inicial de 5 minutos a 
95 °C para desnaturalizar el ADN; (2) una etapa principal de 40 ciclos consistentes en un paso de 
desnaturalización de los productos de la reacción de 30 segundos a 95 °C, un paso de anillamiento de los 
oligonucleótidos cebadores de 30 segundos a 60 °C y un paso de extensión de 30 segundos a 72 °C, y (3) 
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una última etapa de extensión adicional de 1 minuto a 72 °C. Al finalizar el programa, las muestras se 
enfriaron hasta los 68 °C y se calentaron progresivamente hasta los 95 °C con medida continua de la 
fluorescencia para obtener las curvas de disociación de los productos de la reacción que confirmaran la 
especificidad de la amplificación. La expresión de MMP13 de cada muestra fue normalizada con la 
expresión de GAPDH y relativizada con la de las células sin estimular con el método de Livak de 2-(∆∆Ct) 
(Livak y Schmittgen, 2001). Los resultados se presentan como la media ± SD de dos experimentos 
independientes. 
Tabla 7. Oligonucleótidos cebadores utilizados para la qRT-PCR 
Gen Cebador Secuencia Amplicón (pb) 
MMP13 
Sentido 5’-TTG AGC TGG ACT CAT TGT CG-3’ 
126 
Antisentido 5’-CGC GAG ATT TGT AGG ATG GT-3’ 
GAPDH 
Sentido 5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3’ 
87 
Antisentido 5’-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’ 
 
12. IDENTIFICACIÓN DE LAS DIANAS DE DASATINIB 
12.1. Inmovilización de dasatinib 
La inmovilización de dasatinib se realizó a partir de 5 mg de fármaco, que se disolvieron en una 
solución de acoplamiento (50 % de dimetilformamida; 50 % de carbonato sódico 0,1 M), y se incubaron 
con 0,5 mg de Sefarosa™ 6B activada por epoxy (GE Healthcare; ref. 17048001) en una columna de 
vidrio Econo-Column® (Bio-Rad Laboratories; ref. 7372512). La incubación tuvo lugar durante 
16 horas a temperatura ambiente en agitación en un balancín Boekel Rocker II y, a continuación, la 
columna se lavó con la solución de acoplamiento para eliminar el fármaco que no se hubiera acoplado a 
la resina. Los grupos activos remanentes de la resina se bloquearon con Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, durante 
4 horas a temperatura ambiente en agitación en el mismo balancín. Después, la resina se lavó con al 
menos tres ciclos de soluciones alternantes de pH, consistentes en un primer lavado con un tampón de 
pH bajo (acetato sódico 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 4,0), seguido de un lavado con un tampón de pH alto 
(Tris-HCl 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,0). Finalmente, la resina con dasatinib se resuspendió en el mismo 
volumen de PBS con 0,05 % de azida sódica (Sigma-Aldrich; ref. S2002) y se utilizó como un agente de 
afinidad para purificar las dianas de dasatinib según se indica a continuación. La resina control se preparó 
a partir de 0,5 mg de Sefarosa™ 6B activada por epoxy según lo descrito en este apartado, pero sin 
acoplar el fármaco. 
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12.2. Purificación de las dianas de dasatinib 
La purificación de las dianas de dasatinib se llevó a cabo incubando 25 mg de extracto proteico 
de las células MCF7 con 100 µL de resina control o resina con dasatinib en un tubo de polipropileno de 
15 mL en agitación durante 3 horas a 4 °C en un balancín Boekel Rocker II. A continuación, los 
complejos resina-proteínas de unión resultantes se precipitaron mediante centrifugación a 4.500 x g a 
temperatura ambiente durante 20 segundos en una centrífuga Eppendorf 5810 R y se lavaron tres veces 
con tampón de lisis frío precipitándolos de la misma forma. Después del último lavado, los complejos se 
resuspendieron en 50 µL de tampón de carga 2X y las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE según 
se describe en el apartado 8.3 o guardadas a -20 °C. 
12.3. Tinción del gel de poliacrilamida y escisión de las bandas de interés 
Después de someter las muestras a SDS-PAGE, el gel de poliacrilamida se tiñó con plata 
utilizando el kit Silver Stain Plus (Bio-Rad Laboratories; ref.161-0449) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. Las bandas de interés, que correspondían con las proteínas que interaccionaban 
específicamente con la resina con dasatinib, fueron recortadas del gel manualmente con ayuda de un 
bisturí por el personal del Servicio de Proteómica del CIC-IBMCC. Este mismo equipo se encargó de 
llevar a cabo los procesos de digestión tríptica e identificación de proteínas, que se describen a 
continuación. 
12.4 Digestión tríptica de las proteínas en el gel de poliacrilamida 
Las bandas recortadas del gel se sometieron a digestión tríptica siguiendo el método descrito por 
Shevchenko y colaboradores (Shevchenko et al., 1996) con algunas modificaciones. Las bandas se 
incubaron con una solución de desteñido (50 % de ferricianuro de potasio 15 mM; 50 % de tiosulfato de 
sodio 50 mM) para eliminar la plata, se lavaron con H2O Milli-Q® y se deshidrataron con acetonitrilo al 
100 %. Una vez deshidratadas, se trataron con ditiotreitol 10 mM en bicarbonato de amonio 25 mM 
durante 1 hora a 56 °C y con iodoacetamida 55 mM en bicarbonato de amonio 50 mM durante 
45 minutos a temperatura ambiente. Después de un lavado con acetonitrilo al 100 % y bicarbonato de 
amonio 20 mM, se les adicionó tripsina porcina modificada a una concentración final de 6 ng/µL en 
bicarbonato de amonio 20 mM y se incubaron a 37 °C durante 16 horas. El sobrenadante de cada una de 
las digestiones se recuperó y se secó en una centrífuga de vacío para resuspenderlo finalmente en un 
volumen de 5 µL de ácido trifluoroacético al 0,1 % y acetonitrilo al 50 %. La identificación de las 
proteínas de unión a dasatinib se realizó mediante espectrometría de masas MALDI-TOF. 
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12.5 Identificación de las proteínas de unión a dasatinib 
Para identificar las proteínas de unión a dasatinib, se cargó en una placa AnchorChip™ de 
400 µm de diámetro de anillo (Bruker Daltonics, Billerica, Estados Unidos; ref. 8280792) 0,5 µL de la 
solución de matriz (5 g/L de ácido 2,5-dihidroxibenzoico en acetonitrilo al 33 % con ácido 
trifluoroacético al 0,1 %), sobre la que se añadió 1 µL de la solución peptídica descrita en el apartado 
anterior para cada muestra y por duplicado. Las muestras cargadas se dejaron secar a temperatura 
ambiente y la adquisición de espectros de masas peptídicas se llevó a cabo en un espectrómetro de masas 
Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics) equipado con el programa FlexControl™ 3.0 (Bruker 
Daltonics). El rango de adquisición de espectros de masas se fijó entre 700 y 3.500 Da. Los espectros de 
masas obtenidos se procesaron y analizaron con el programa FlexAnalysis™ 3.0 (Bruker Daltonics). 
Los picos generados se enviaron al programa BioTools™ 3.2 (Bruker Daltonics) para la identificación 
de las proteínas utilizando el motor de búsqueda Mascot versión 2.3.02 (Matrix Science, Londres, 
Inglaterra) (Perkins et al., 1999) contra la base de datos Swiss-Prot (Swiss-Prot 2015_11; 549.832 
secuencias; 196.078138 residuos). Un resultado se consideró significativo (p < 0,05) cuando la 
puntuación reportada superó el valor de 56. 
12.6 Validación de las proteínas identificadas 
Para validar las dianas de dasatinib identificadas, llevamos a cabo experimentos de precipitación 
con las resinas descritas en el apartado 12.1 seguidos de WB. En un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL 
se incubaron 2 mg de extracto proteico de las células MCF7 con 60 µL de resina control o con dasatinib 
durante 3 horas a 4 °C en agitación en un balancín Speci-Mix M26120-26. Los complejos resina-
proteínas de unión resultantes se precipitaron mediante centrifugación a 10.000 x g a temperatura 
ambiente durante 20 segundos en una centrífuga Eppendorf 5417 R. y se lavaron tres veces con 1 mL de 
tampón de lisis frío cada una, precipitándolos de la misma forma. Los complejos se resuspendieron en 
30 µL de tampón de carga 2X y las proteínas unidas a las resinas fueron analizadas por WB como se 
describe en el aparatado 8.3. 
13. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
13.1. Ensayo de proliferación celular 
El análisis de la proliferación celular se realizó mediante ensayos de metabolización del bromuro 
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT; Sigma-Aldrich; ref. M2128) (Mosmann, 1983). 
Las células MCF7 se sembraron en placas de 24 pocillos (Corning; ref. 3524) a una densidad de 
10.000 células por pocillo. Después de 24 horas, las células se privaron de suero durante 16-18 horas y se 
trataron con las concentraciones de dasatinib indicadas durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO (vehículo 
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control) por cuadruplicado. A continuación, las células se estimularon o no con NRG 10 nM y la 
proliferación celular se evaluó después de 3 y 5 días de estimulación. Del mismo modo, las células 
BT474 y BTRH se sembraron a una densidad de 22.000 células por pocillo. Una vez adheridas, las 
células se trataron por cuadruplicado con los inhibidores indicados durante 2 días o con 0,1 % de DMSO 
(vehículo control). En ambos casos, se adicionó MTT al medio de las células a una concentración final 
de 500 µg/mL y se incubaron durante 1 hora a 37 °C en la incubadora de cultivos celulares. Transcurrido 
este tiempo, se retiró el medio de las células y se añadieron 500 µL de DMSO a cada pocillo para 
disolver los cristales de formazán (MTT reducido por las células vivas). Las placas se incubaron en 
oscuridad a temperatura ambiente en un agitador orbital Boeco OS 20 durante 10 minutos y la 
absorbancia de los cristales de formazán se leyó a 570 nm en un espectrofotómetro Ultra Evolution 
1536. Los datos se presentan como la absorbancia media ± SD o como el porcentaje de metabolización 
de MTT con respecto al control medio ± SD de los cuadruplicados de un experimento representativo que 
se repitió como mínimo tres veces. 
13.2. Ensayo de migración celular 
La capacidad migratoria de las células se evaluó mediante ensayos de cierre de herida en placa. 
Para los ensayos con dasatinib, las células MCF7 y BT474 se sembraron en placas de 6 pocillos 
(Corning; ref. 3516) a una densidad de 3 x 106 células por pocillo para que 24 horas después alcanzaran 
la confluencia. Una vez alcanzada, las células se privaron de suero durante 16-18 horas y la monocapa de 
células se raspó a lo largo del pocillo con una punta estéril de pipeta de 10 µL (Deltalab; Rubí, España; 
ref. 200024) por triplicado para crear heridas paralelas entre sí. Los pocillos se lavaron con PBS dos 
veces para remover las células que se habían despegado y se completaron con medio sin suero 
suplementado con dasatinib 1 µM o con 0,1 % de DMSO (vehículo control). Además, el medio se 
suplementó con mitomicina C 1 µM (Sigma-Aldrich; ref. M4287) para inhibir la proliferación celular y 
que no interfiriera con el proceso de migración. Tras 3 horas de tratamiento, las células se estimularon o 
no con NRG 10 nM (tiempo inicial) y la migración se monitorizó como se describe más adelante. Para 
analizar el efecto del silenciamiento de SRC o de YES1 sobre la migración inducida por NRG, las células 
MCF7, que habían sido infectadas con los vectores lentivirales como se describe en el apartado 7, se 
sembraron y se procesaron del mismo modo. Después de lavar los pocillos con PBS, las células se 
estimularon o no con NRG 10 nM (tiempo inicial) y se trataron con mitomicina C. Para los ensayos con 
bortezomib, las células BT474 y BTRH se sembraron y se procesaron igualmente con la excepción de 
que no se privaron de suero. Una vez lavados los pocillos con PBS, las células se trataron con 
bortezomib 50 nM (tiempo inicial) o con 0,1 % de DMSO (vehículo control), junto con mitomicina C. 
En todos los casos, la migración de las células se monitorizó mediante la captura de imágenes de un 
punto determinado de cada una de las heridas realizadas. Las imágenes se capturaron cada media hora 
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hasta que la herida en las células estimuladas con NRG se cerró (MCF7) o durante un máximo de 48 
horas (BT474 y BTRH) en un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-E (Nikon, Tokio, Japón) 
con un objetivo 10X y equipado con el programa MetaMorph® Microscopy Automation and Image 
Analysis Software (Molecular Devices, Sunnyvale, Estados Unidos). El área entre los bordes de la 
herida se midió con el programa de dominio público ImageJ y se cuantificó el porcentaje de cierre de 
herida con respecto al tiempo inicial. Los datos se presentan como el porcentaje de cierre de herida 
medio ± SD de los triplicados de un experimento representativo que se repitió como mínimo tres veces. 
Además, se muestran imágenes representativas del mismo experimento. 
13.3. Ensayo de invasión celular 
El análisis de la invasión celular se llevó a cabo mediante ensayos de invasión en insertos de tipo 
transwell con una membrana de 8 µm de tamaño de poro y para placas de 24 pocillos (Corning; ref. 
353097). Como preparación de membrana basal utilizamos Matrigel® Basement Membrane Matrix 
(Corning; ref. 354230), que se descongeló lentamente en hielo a 4 °C y se manipuló en frío para evitar su 
solidificación. Los insertos se colocaron en esterilidad en una placa de 24 pocillos y el Matrigel® 
descongelado se diluyó en H2O Milli-Q® fría a una concentración final de 125 µg/mL, para añadir 
100 µL de la dilución a cada inserto. La placa se incubó en la cabina de seguridad biológica toda la 
noche y con la tapa ligeramente abierta para permitir que el agua se evaporara totalmente. Al día 
siguiente, las células MCF7 y BT474 se sembraron por triplicado a una densidad de 50.000 células por 
inserto y, una vez adheridas, se privaron de suero durante 16-18 horas. Después, las células se trataron 
con dasatinib 1 µM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO (vehículo control) y se estimularon o no con 
NRG 10 nM. El compartimento inferior se completó con 600 µL de medio sin suero y la invasión se 
determinó según se describe más adelante. Por otro lado, las células MCF7, que habían sido infectadas 
con los vectores lentivirales, se procesaron de la misma forma con la excepción de que no recibieron 
tratamiento previo a la estimulación con NRG. Por último, las células BT474 y BTRH se sembraron a la 
misma densidad celular en medio suplementado con 2 % de FBS y, una vez adheridas, se trataron con 
bortezomib 50 nM o con 0,1 % de DMSO (vehículo control). El compartimento inferior se completó 
con 600 µL de medio suplementado con 10 % de FBS para generar un gradiente de suero que estimulara 
la invasión. En todos los casos, la invasión se determinó después de 48-72 horas de estimulación con 
NRG o de tratamiento con bortezomib. Para ello, se retiró de los insertos con un palillo de algodón el 
Matrigel® con las células que no habían invadido y se incubaron en paraformaldehído al 4 % durante 15 
minutos a temperatura ambiente para fijar las células que habían invadido. A continuación, los insertos 
se lavaron con PBS tres veces y se tiñeron con una solución de cristal violeta al 0,5 % durante 30 
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, los insertos se lavaron con H2O Milli-Q® 
tres veces para eliminar el cristal violeta remanente y se dejaron secar. El número de células que habían 
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invadido a través del Matrigel® se contó en cada inserto con un microscopio invertido Zeiss Axiovert 25 
y los datos se presentan como el número de células medio ± SD de los triplicados de un experimento 
representativo que se repitió como mínimo tres veces. 
13.4. Ensayo de adhesión al sustrato 
Los ensayos de adhesión al sustrato se realizaron sobre la proteína de matriz extracelular 
fibronectina (Sigma-Aldrich; ref. F0635). Para ello, las células BT474 y BTRH se sembraron y se 
trataron con bortezomib durante 12 horas o con DMSO como se indica en el apartado 5. En el momento 
del tratamiento, se añadieron 100 µL de fibronectina (5 µg) por pocillo y por cuadruplicado en una placa 
de 96 pocillos, que se incubó durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, se aspiró el exceso de 
fibronectina y cada pocillo se incubó con 200 µL de 10 mg/mL de BSA durante 30 minutos a 
temperatura ambiente para bloquear la adhesión inespecífica. Después de lavar los pocillos tres veces 
con 200 µL de PBS cada una, las células tratadas se sembraron por cuadruplicado a una densidad de 
25.000 células por pocillo en un volumen de 100 µL y se incubaron durante 90 minutos a 37 °C en la 
incubadora de cultivos celulares para permitir su adhesión. Transcurrido este tiempo, las células que no 
se habían adherido se eliminaron invirtiendo la placa con un golpe seco, mientras que las células 
adheridas se fijaron añadiendo 100 µL de paraformaldehído al 4 % a cada pocillo e incubándolas durante 
15 minutos a temperatura ambiente. A continuación, los pocillos se lavaron tres veces con 100 µL de 
PBS cada una y se añadieron 100 µL de una solución de cristal violeta al 0,1 % por pocillo para teñir las 
células adheridas durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, los pocillos se lavaron tres veces con 
400 µL de H2O Milli-Q® cada una y el cristal violeta se solubilizó añadiendo a cada pocillo 100 µL de 
ácido acético al 10 % e incubando la placa en agitación durante 5 minutos a temperatura ambiente en un 
agitador orbital Boeco OS 20. La absorbancia se leyó a 570 nm en un espectrofotómetro Ultra Evolution 
1536. Los datos se presentan como el porcentaje de adhesión con respecto al control medio ± SD de los 
cuadruplicados de un experimento representativo que se repitió como mínimo tres veces. 
14. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA IN VITRO 
14.1. Ensayo de actividad caspasa 
Para medir la actividad de las caspasas 3 y 8, utilizamos los sustratos peptídicos fluorogénicos 
Ac-DEVD-AFC (BD Biosciences; ref. 556574) y Ac-IETD-AFC (BD Biosciences; ref. 556562), 
respectivamente. Las células BT474 y BTRH se sembraron y se trataron con bortezomib o con DMSO 
según se indica en el apartado 5. La extracción de proteínas y la cuantificación se realizaron como se 
describe en el apartado 8.1. Para cada una de las actividades caspasa, se añadieron 50 µg de extracto 
proteico por pocillo y por triplicado en una placa de 96 pocillos blanca (Corning; ref. 07-200-589). Los 
pocillos se llevaron hasta un volumen final de 200 µL con tampón de reacción (EDTA 1 mM; NaCl 
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150 mM; 10 % de sacarosa; 0,1 % de CHAPS; HEPES 25 mM, pH 7,4) suplementado con ditiotreitol 
20 mM y con el sustrato correspondiente a una concentración de 10 µM. Además, para cada actividad 
caspasa se incluyó un control negativo de actividad sin extracto proteico, que contenía 200 µL de 
tampón de reacción suplementado. El contenido de cada pocillo se mezcló pipeteando varias veces y la 
placa se incubó a 37 °C durante 1 hora en el lector de placa Synergy™ 4 (BioTek Instruments, 
Winooski, Estados Unidos) equipado con el programa Gene5 Data Analysis Software (BioTek 
Instruments). Pasado este tiempo, la fluorescencia liberada se leyó a una longitud de onda de excitación 
de 400 nm y de emisión de 505 nm. La actividad caspasa de cada muestra se determinó restándole a la 
señal media obtenida la señal inespecífica detectada en el control negativo. Los datos se presentan como 
la actividad media ± SD de los triplicados de un experimento representativo que se repitió tres veces. 
14.2. Ensayo de actividad quimotríptica del proteasoma 
El ensayo fluorimétrico para medir la actividad quimotríptica del proteasoma se realizó con el 
sustrato peptídico fluorogénico suc-LLVY-AMC (R&D Systems, Mineápolis, Estados Unidos; ref. S-
280) siguiendo el método de Lima y Rattan (Lima y Rattan, 2010). Las células BT474 y BTRH se 
sembraron y se trataron con bortezomib o con DMSO como se indica en el apartado 5. Después del 
tratamiento, las placas de 100 mm con las células tratadas se depositaron en hielo y, tras retirar el medio, 
las células adheridas se lavaron dos veces con PBS frío y se incubaron con 1 mL (por placa) de tampón 
de lisis frío (0,2 % de Triton™ X-100; EDTA 1 mM; NaCl 50 mM; sacarosa 250 mM; HEPES 10 mM, 
pH 8,0) durante 5 minutos en hielo. El homogenado celular se recogió con ayuda de un raspador celular, 
se pasó a un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL y se sonicó dos veces durante 6 segundos cada una a 
baja amplitud (24 %), con un intervalo de 2 minutos entre pulsos de sonicación, en un sonicador Sonics 
Vibra-Cell™ VCX-500 en hielo. El lisado celular obtenido se clarificó mediante centrifugación a 
10.000 x g a 4 °C durante 10 minutos en una centrífuga Eppendorf 5417 R y el sobrenadante se recogió 
en otro tubo. La concentración de proteína fue determinada mediante el método del BCA según se indica 
el apartado 8.1 y, una vez cuantificada, se añadieron 25 µg de extracto proteico por pocillo y por 
cuadruplicado en una placa de 96 pocillos blanca. Tres de los pocillos se llevaron hasta un volumen final 
de 200 µL con tampón de reacción (EDTA 1 mM; NaCl 50 mM; sacarosa 250 mM; HEPES 25 mM, 
pH 8,0) al que se le había añadido un 2 % de DMSO (vehículo control). Para cada muestra se realizó un 
control negativo de actividad, por lo que el cuarto pocillo se llevó hasta un volumen final de 200 µL con 
tampón de reacción al que se le había añadido el inhibidor del proteasoma MG132 a una concentración 
final de 400 µM. La placa se incubó a 37 °C durante 10 minutos en el lector de placa Synergy™ 4 
equipado con el programa Gene5 Data Analysis Software y, seguidamente, se añadieron 25 µL del 
sustrato suc-LLVY-AMC 200 µM a cada pocillo. Después de agitar la placa a 37 °C durante 
10 segundos, la fluorescencia se leyó a la misma temperatura durante 20 minutos en intervalos de 
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1 minuto a una longitud de onda de excitación de 380 nm y de emisión de 460 nm en el mismo equipo. 
La actividad del proteasoma se determinó tomando la pendiente de la cinética lineal de la reacción. Para 
ello, la pendiente de la réplica obtenida en presencia de MG132 se restó a la pendiente media de las otras 
tres réplicas para eliminar la actividad inespecífica del proteasoma. Los datos se expresan como el 
porcentaje de actividad de cada muestra con respecto a la muestra control de un experimento 
representativo que se repitió como mínimo tres veces. 
15. ENSAYOS DE CITOMETRÍA DE FLUJO 
15.1 Ensayo de ciclo celular 
El análisis del ciclo celular se llevó a cabo mediante citometría de flujo, marcando las células 
con ioduro de propidio (PI, propidium iodide). Las células BT474 y BTRH se sembraron en placas de 
6 pocillos a una densidad de 100.000 células por pocillo y, 24 horas después, se trataron con bortezomib 
50 nM durante 24 horas o con 0,1 % de DMSO (vehículo control). Seguidamente, se recogió el medio 
de cultivo con las células no adheridas en un tubo de poliestireno de fondo redondo de 5 mL (Corning; 
ref. 352008). Las células adheridas se lavaron con 1 mL de PBS por pocillo, que se recogió en el tubo, y 
se incubaron con 200 µL de la solución de 0,25 % de tripsina-EDTA 1 mM durante 2 minutos a 37 °C. 
El efecto de la tripsina se neutralizó añadiendo 1 mL de medio, que también se recogió en el tubo. Los 
tubos se centrifugaron a 300 x g a 10 °C durante 5 minutos en una centrífuga Eppendorf 5810 R. Las 
células sedimentadas se lavaron con PBS del mismo modo y, una vez lavadas, se fijaron y 
permeabilizaron resuspendiéndolas en 1 mL de etanol al 70 % frío e incubándolas durante toda la noche 
a -20 °C. Al día siguiente, los tubos se centrifugaron en las mismas condiciones y las células 
sedimentadas se resuspendieron en 500 µL de PBS con 500 µg/mL de ARNasa libre de ADNasa 
(Sigma-Aldrich; ref. 1111991501), incubándolas durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad. 
Pasado este tiempo, se añadieron 5 µg/mL de PI (Sigma-Aldrich; ref. P4864) en cada tubo y las células 
se analizaron en un citómetro BD Accuri™ C6 Cytometer (BD Biosciences) equipado con el programa 
C6 Analysis Software (BD Biosciences) adquiriéndose 50.000 eventos por muestra a baja velocidad. El 
contenido de ADN de las células se analizó con el mismo programa excluyendo los agregados celulares 
y se calcularon los porcentajes de células en las fases SubG0, G0/G1, S y G2/M. Los resultados son 
representativos de experimentos que se repitieron al menos tres veces. 
15.2. Ensayo de apoptosis 
El análisis de la apoptosis o muerte celular programada se llevó a cabo mediante citometría de 
flujo marcando las células con PI y con anexina V conjugada a isotiocianato de fluoresceína (FITC, 
fluorescein isothiocyanate). Las células BT474 y BTRH se sembraron como se ha indicado en el 
apartado anterior y, tras 24 horas, se trataron con bortezomib 50 nM durante 24 o 48 horas o con 0,1 % 
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de DMSO (vehículo control). Después, se recogieron tanto las células no adheridas presentes en el 
medio de cultivo como las adheridas al pocillo y se lavaron con PBS según se ha descrito en el apartado 
anterior. Las células sedimentadas se resuspendieron en 100 µL de tampón de unión frío (CaCl2 
2,5 mM; NaCl 140 mM; HEPES 10 mM, pH 7,4), al que se le habían añadido 5 µL de anexina V-FITC 
(BD Biosciences; ref. 556420) y 5 µL de la solución de 50 µg/mL de PI. Como controles para la 
compensación de los canales de fluorescencia del citómetro, algunas células se tiñeron solo con anexina 
V-FITC, otras solo con PI y otras se quedaron sin teñir. Las muestras se mezclaron suavemente con un 
vórtex Boeco V1 Plus (Boeckel) y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos en 
oscuridad. Pasado este tiempo, se añadieron 400 µL de tampón de unión en cada tubo y se volvieron a 
mezclar suavemente con el vórtex. Las células se analizaron en un citómetro BD Accuri™ C6 
Cytometer equipado con el programa C6 Analysis Software adquiriéndose 50.000 eventos por muestra a 
velocidad media. El análisis de datos se llevó a cabo usando el mismo programa y se calcularon los 
porcentajes de células apoptóticas y viables. Los resultados son representativos de un experimento que se 
repitió como mínimo tres veces. 
16. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN Y ESTUDIOS IN VIVO 
16.1. Animales de experimentación 
Para los estudios in vivo, se utilizaron hembras de ratón BALB/c nu/nu de al menos siete 
semanas de edad y de peso en torno a 20 g, que fueron obtenidas de Charles River Laboratories 
(Wilmington, Estados Unidos). El mantenimiento y la manipulación de los animales se llevó a cabo en 
una zona libre de patógenos del animalario de la Universidad de Salamanca (Salamanca, España) 
siguiendo las guías institucionales de acuerdo con la legislación europea (Directiva Europea 
2010/63/UE) y española (Real Decreto 53/2013). 
16.2. Generación de xenoinjertos 
Un total de 5 x 106 células MCF7-NRGα2c-Luc se resuspendieron en 50 µL de medio de 
cultivo junto con 50 µL de Matrigel® y se inyectaron de manera subcutánea en la línea mamaria de cada 
ratón (n = 10). En cada uno de ellos se realizaron dos inyecciones (una en cada flanco) para aumentar el 
tamaño muestral (n = 20). El diámetro de los tumores se midió cada cuatro días con un pie de rey y el 
volumen tumoral se calculó con la siguiente fórmula: volumen = (ancho2 x longitud)/2. Cuando los 
tumores alcanzaron un volumen de 100 mm3 (30 días después de la inyección), los ratones se dividieron 
en dos grupos con volúmenes tumorales medios similares para comenzar el tratamiento (n = 5 en cada 
grupo experimental). Los ratones de uno de los grupos recibieron diariamente 10 mg/kg de dasatinib de 
manera oral, mientras que los del otro grupo recibieron ácido tartárico 25 mM (vehículo control) 
oralmente cada día. Una vez iniciado el tratamiento, el tamaño de los tumores se midió semanalmente de 
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manera indirecta mediante la detección de la emisión del flujo de fotones con un sistema de imagen 
óptica in vivo IVIS 50 Imaging System (Xenogen, Alameda, Estados Unidos) equipado con el programa 
Living Image Software (Xenogen). Para poder detectar la emisión del flujo de fotones de las masas 
tumorales, se inyectaron 100 mg/kg de sal de potasio de la D-luciferina (Regis Technologies, Morton 
Grove, Estados Unidos; ref. 1-360222-200) en la cavidad peritoneal de cada ratón 15 minutos antes de 
adquirir las imágenes y se anestesiaron con isofluorano (Vetflurane®; Virbac, Carros, Francia). La 
diseminación local de los tumores también se analizó midiendo la anchura de la señal de luminiscencia 
90 días después de la inyección de las células y coincidiendo con el final del experimento. Todos los 
datos se presentan como la media ± SD de los tumores primarios analizados en cada condición 
experimental. 
16.3. Preparación de las muestras tumorales 
Después de sacrificar a los animales mediante sobreexposición a isofluorano, cada tumor 
extraído se guardó en un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL y se congelaron inmediatamente en 
nitrógeno líquido. Una vez congelados, los tumores se mantuvieron a -80 °C hasta su procesamiento. 
Para preparar las muestras, los tumores fueron troceados con ayuda de un bisturí, lavados con PBS frío y 
homogeneizados en un homogeneizador Dispomix (L&M Biotech, Holly Springs, Estados Unidos) en 
el tampón de lisis frío (1,5 mL por cada 100 mg de tejido) empleado para los lisados celulares, pero 
suplementado con una concentración de inhibidores de proteasas 10 veces superior. El homogenado 
resultante se centrifugó a 10.000 x g a 4 °C durante 20 minutos en una centrífuga Eppendorf 5417 R. El 
sobrenadante se recogió en otro tubo y la concentración de proteína fue determinada mediante el método 
del BCA para preparar las muestras según se describe en el apartado 8.1. El análisis de las proteínas de 
interés se llevó a cabo mediante WB como se indica en el apartado 8.3. 
17. ANÁLISIS FUNCIONAL DE ENRIQUECIMIENTO GÉNICO 
El análisis funcional de enriquecimiento génico se llevó a cabo con los datos de expresión génica 
procedentes del análisis comparativo entre las células BT474 y BTRH realizado previamente en el 
laboratorio (disponibles en el repositorio de datos genómicos GEO con la referencia GSE119397) a 
través de chips de ADN complementario (microarrays). En primer lugar, los datos crudos (en formato 
CEL) se normalizaron utilizando el algoritmo RMA implementado en el programa Expression Console 
Software versión 1.4.1 (Affymetrix). Los datos normalizados (en formato TXT) se analizaron con el 
programa GSEA (Subramanian et al., 2005) para identificar conjuntos de genes relacionados 
funcionalmente que presentaban diferencias de expresión estadísticamente significativas entre ambas 
líneas celulares. Para ello, se seleccionaron un total de 190 conjuntos de genes pertenecientes a distintas 
categorías funcionales procedentes de las anotaciones de la base de datos para GSEA Molecular 
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Signatures (MSigDB) y el número de permutaciones realizadas fue de 1.000. El análisis reporta una 
puntuación normalizada de enriquecimiento (NES, normalized enrichment score) para cada conjunto de 
genes seleccionado, que es positiva si el conjunto está enriquecido o sobrerrepresentado por genes 
sobreexpresados en las células BT474 y negativa si está enriquecido o sobrerrepresentado por genes 
sobreexpresados en las células BTRH. Un conjunto de genes se consideró significativamente 
enriquecido cuando el p valor fue menor que 0,05. El mapa de interacciones entre los conjuntos de genes 
analizados se construyó utilizando Enrichment Map de Cytoscape (Merico et al., 2010). 
18. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
El análisis estadístico de los datos experimentales obtenidos en este trabajo se llevó a cabo con el 
programa de análisis de datos IBM SPSS Statistics versión 24.0 (IBM, Armonk, Estados Unidos). La 
comparación de variables continuas entre dos grupos se realizó utilizando el test t de Student. Las 
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1. REGULACIÓN DEL EFECTO DE DASATINIB SOBRE LA 
PRODUCCIÓN DE MMP13 
1.1. Efecto de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida tras la 
estimulación con NRG en las células MCF7 
Para analizar el efecto de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida tras la 
estimulación con NRG en cáncer de mama, elegimos como modelo de estudio la línea celular MCF7. 
Esta línea celular se caracteriza por presentar niveles normales tanto del receptor HER2 como de los 
otros receptores de la misma familia, y por responder de manera mitogénica a la adición de NRG 
soluble exógena (Holmes et al., 1992). Las células se trataron con dasatinib a una concentración de 
1 µM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO (vehículo control) y, a continuación, se estimularon o no 
(células control) con NRG 10 nM durante 4 y 6 horas. Estos tiempos de estimulación con NRG fueron 
elegidos de acuerdo con resultados previos del laboratorio para poder observar bien tanto la inducción 
de la producción de MMP13 en las células MCF7 como su acumulación en el medio de cultivo 
(Seoane et al., 2016). Después de la estimulación con NRG, las células se lisaron y los medios de 
cultivo se recogieron para analizar los niveles de MMP13 mediante IP seguida de WB. Como 
esperábamos, la estimulación con NRG de las células MCF7 que habían sido tratadas previamente con 
DMSO produjo un aumento en los niveles de MMP13 tanto a las 4 como a las 6 horas de 
estimulación, que fue acompañado por la acumulación de la proteína en el medio de cultivo 
(Figura 10). Sin embargo, el tratamiento previo de las células MCF7 con dasatinib impidió el aumento 
en los niveles de MMP13 a estos tiempos de estimulación con NRG, así como la acumulación de la 
proteína en el medio de cultivo (Figura 10). 
 
Figura 10. Análisis del efecto de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida tras la estimulación 
con NRG en las células MCF7. Las células se privaron de suero durante 16-18 horas y, seguidamente, se 
trataron con dasatinib 1 µM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO. A continuación, las células se 
estimularon o no (tiempo 0 horas) con NRG 10 nM durante 4 o 6 horas. Después de la estimulación y de lisar 
las células, MMP13 se inmunoprecipitó de los extractos proteicos celulares (células) o del medio de cultivo 
(medio) y se analizó por WB. Los asteriscos indican la cadena pesada de la inmunoglobulina empleada para la 
IP de MMP13. Los niveles de GAPDH se evaluaron como control de carga de las muestras. 
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Una vez observado el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la inducción de la producción de 
MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG, quisimos explorar si este efecto era transitorio o 
prolongado en el tiempo, puesto que en el laboratorio se había observado previamente que la 
inducción de la producción de MMP13 en las células MCF7 tras la estimulación con NRG se 
mantenía por lo menos 48 horas después de la estimulación (Seoane et al., 2016). Para alcanzar este 
objetivo, las células MCF7 se procesaron como se ha descrito anteriormente, pero la estimulación con 
NRG 10 nM se realizó durante 12, 24 y 48 horas. El aumento en los niveles de MMP13 inducido tras 
la estimulación con NRG en las células MCF7 que habían sido tratadas previamente con DMSO se 
observó a todos los tiempos de estimulación, del mismo modo que la acumulación de la proteína en el 
medio de cultivo (Figura 11). Cuando las células MCF7 se trataron previamente con dasatinib, el 
tratamiento impidió el aumento en los niveles de MMP13 tras la estimulación con NRG durante las 
48 horas que duró la estimulación, al igual que la acumulación de la proteína en el medio de cultivo 
(Figura 11). 
 
Figura 11. Efecto de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida tras tiempos largos de 
estimulación con NRG en las células MCF7. Las células se trataron con dasatinib o con DMSO como se 
indica en la figura anterior. Seguidamente, las células se estimularon o no (tiempo 0 horas) con NRG 10 nM 
durante 12, 24 o 48 horas y se lisaron. MMP13 fue inmunoprecipitada de los extractos proteicos celulares 
(células) o del medio de cultivo (medio) y analizada mediante WB. 
1.2. Efecto de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida tras la 
estimulación con NRG en distintas líneas celulares 
A continuación, nos propusimos explorar si el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la 
producción de MMP13 inducida tras la estimulación con NRG observado en la línea celular MCF7 
era propio de estas células o común a otras líneas celulares. Para ello, analizamos el efecto del 
tratamiento con dasatinib en otras líneas celulares, que, a su vez, pertenecían a distintos subtipos 
histológicos de cáncer de mama. Como modelos de cáncer de mama positivo para receptores 
hormonales, además de la línea celular MCF7, elegimos la línea celular T47D. Del mismo modo que 
lo observado en las células MCF7, la estimulación con NRG de las células T47D que habían sido 
tratadas previamente con DMSO produjo un aumento en los niveles de MMP13, que fue bloqueado 
cuando las células se trataron previamente con dasatinib (Figura 12A). Para continuar explorando si el 
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efecto inhibitorio de dasatinib tenía lugar en líneas celulares pertenecientes a otros subtipos 
histológicos de cáncer de mama, elegimos las líneas celulares BT474 y SKBR3 como modelos de 
tumores HER2 positivo. El aumento en los niveles de MMP13 también se observó cuando las células 
BT474 y SKBR3 se estimularon con NRG (Figura 12B). El tratamiento previo de las células con 
dasatinib impidió la inducción de la producción de MMP13 tras la estimulación con NRG 
(Figura 12B), confirmando que el efecto inhibitorio de dasatinib en este proceso era común a distintos 
subtipos histológicos de cáncer de mama. Como modelos de cáncer de mama triple negativo, 
elegimos las líneas celulares BT549, HCC3153 y MDAMB231. La estimulación de estas células con 
NRG no indujo la producción de MMP13 y, por consiguiente, el tratamiento previo con dasatinib 
condujo al mismo resultado (Figura 12C). 
 
Figura 12. Análisis del efecto de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida tras la estimulación 
con NRG en líneas celulares de cáncer de mama pertenecientes a distintos subtipos histológicos. Las 
células (A) MCF7, T47D, (B) BT474, SKBR3, (C) BT549, HCC3153 y MDAMB231, que previamente se 
habían privado de suero durante 16-18 horas, se trataron con dasatinib 1 µM durante 3 horas o con 0,1 % de 
DMSO y, a continuación, se estimularon o no (tiempo 0 horas) con NRG 10 nM durante 4 horas. Después de 
lisar las células, se inmunoprecipitó MMP13 y se analizó por WB. Los números que aparecen debajo de las 
películas escaneadas son una medida cuantitativa de la tasa de cambio de MMP13 con respecto a los niveles 
de las células en condiciones basales. 
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1.3. Efecto de la dosis de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida 
tras la estimulación con NRG 
Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la producción 
de MMP13 inducida tras la estimulación con NRG era dependiente de la dosis. Para alcanzar este 
objetivo, las células MCF7 se trataron con distintas concentraciones de dasatinib (10, 25, 50, 100, 250, 
500 y 1000 nM) durante 3 horas y, a continuación, se estimularon con NRG 10 nM durante 4 horas. El 
tratamiento con dasatinib inhibió la producción de MMP13 inducida tras la estimulación con NRG de 
manera dependiente de la dosis, alcanzando la inhibición completa a la dosis de 1 µM (Figura 13). A 
partir de la cuantificación densitométrica de las bandas de MMP13 calculamos la IC50 para la 
inhibición de MMP13, que fue de 145,2 nM (Figura 13). Teniendo en cuenta estos datos, decidimos 
continuar realizando el tratamiento de las células con las dosis de dasatinib de 1 µM. 
 
 
Figura 13. Efecto de la dosis de 
dasatinib sobre la producción de 
MMP13 inducida tras la 
estimulación con NRG. Las células 
MCF7 se trataron con las 
concentraciones indicadas de 
dasatinib durante 3 horas o con 
DMSO y se estimularon o no con 
NRG. Después de la estimulación, 
MMP13 se inmunoprecipitó de los 
extractos proteicos celulares y se 
analizó por WB. La gráfica inferior 
representa la determinación de la IC50 
para la inhibición de MMP13. 
 
1.4. Efecto de dasatinib sobre la expresión de MMP13 inducida tras la 
estimulación con NRG 
Una vez observado el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida 
tras la estimulación con NRG, decidimos analizar si esta inhibición se producía a nivel de la 
transcripción de MMP13. Para ello, las células MCF7 se estimularon con NRG 10 nM durante 
distintos tiempos (15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 minutos) y, después de la estimulación, 
realizamos la extracción del ARN total de las células, seguida de la síntesis del ADN complementario 
por retrotranscripción. La expresión de MMP13 en todas las condiciones fue analizada mediante qRT-
PCR y los niveles de ARN mensajero se relativizaron con los de las células sin estimular. Como ya 
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había sido descrito previamente en el laboratorio (Seoane et al., 2016), la estimulación con NRG de 
las células MCF7 produjo un aumento en los niveles de ARN mensajero de MMP13 (Figura 14A). 
Este aumento fue detectable a los 120 minutos de la estimulación con NRG y alcanzó su pico máximo 
a los 240 minutos. Cuando las células MCF7 se trataron previamente con dasatinib, tuvo lugar el 
bloqueo de la transcripción de MMP13 después de la estimulación con NRG (Figura 14A). Los 
niveles de ARN mensajero de MMP13 observados durante todos los tiempos de estimulación fueron 
similares a los de las células sin estimular. 
 
Figura 14. Análisis del efecto de dasatinib sobre la expresión de MMP13 inducida tras la estimulación 
con NRG. (A) Las células MCF7 se trataron con dasatinib 1 µM durante 3 horas o con 0,1 % de DMSO y, a 
continuación, se estimularon o no con NRG. La expresión de MMP13 se analizó por qRT-PCR. La gráfica 
representa los niveles de ARN mensajero (ARNm) de MMP13, que se normalizaron con los de GAPDH y se 
relativizaron con los de las células sin estimular. Los datos se presentan como la media ± SD de dos 
experimentos independientes. (B) Las células MCF7 se trataron y se estimularon como en (A). Después de 
lisar las células, los niveles de MMP13 de los extractos proteicos celulares (células) y de los medios de cultivo 
(medio) se analizaron mediante IP seguida de WB. Los asteriscos indican la cadena pesada del anticuerpo 
empleado para la IP de MMP13. 
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Estos datos nos permitieron confirmar que dasatinib inhibía la producción de MMP13 
inducida tras la estimulación con NRG a nivel transcripcional. En paralelo, otras células MCF7 fueron 
estimuladas con NRG de la forma descrita anteriormente y se lisaron para analizar los niveles de 
MMP13 a lo largo del tiempo de estimulación mediante IP seguida de WB. Los medios de cultivo 
también se recogieron para analizar los niveles de MMP13 presentes en los mismos. El análisis de la 
acumulación de la proteína tanto en los lisados celulares como en el medio de cultivo tras la 
estimulación de las células con NRG fue consistente con los datos obtenidos mediante qRT-PCR 
(Figura 14). La producción de MMP13 se observó en los lisados celulares a los 120 minutos de la 
estimulación con NRG y también alcanzó el máximo de acumulación a los 240 minutos (Figura 14B). 
En el medio de cultivo la presencia de MMP13 se observó a los 180 minutos de la estimulación con 
NRG y fue acumulativa con el tiempo. El tratamiento previo con dasatinib bloqueó la producción de 
MMP13 inducida tras la estimulación con NRG (Figura 14B). 
2. ANÁLISIS DEL EFECTO DE DASATINIB EN LA SEÑALIZACIÓN 
MEDIADA POR NRG-ERBB/HER EN CÁNCER DE MAMA 
A continuación, decidimos explorar el mecanismo por el cual dasatinib inhibía la inducción de 
la producción de MMP13 tras la estimulación con NRG. Para alcanzar nuestro objetivo, analizamos el 
estado de activación de distintas proteínas involucradas en la señalización mediada por NRG 
evaluando sus niveles de fosforilación por WB. En primer lugar, analizamos el estado de activación de 
los receptores HER2 y HER3 tras la estimulación de las células MCF7 con NRG durante distintos 
tiempos (15, 30, 60 y 120 minutos). El estado de activación del receptor HER4 no fue analizado 
debido a que estudios anteriores del laboratorio realizados en las células MCF7 no habían mostrado su 
activación en respuesta a la estimulación con NRG (Sánchez-Martín y Pandiella, 2012). El tratamiento 
previo de las células MCF7 con dasatinib tuvo un efecto inhibitorio parcial sobre la fosforilación de 
HER2 inducida por NRG, pero no tuvo ningún efecto inhibitorio sobre la activación de HER3 
(Figuras 15A y 15B). Además, el tratamiento con dasatinib inhibió la fosforilación de las dos 
isoformas de menor tamaño (46 y 52 kDa) de la proteína adaptadora SHC (Figura 15A) tras la 
estimulación con NRG. Teniendo en cuenta estos datos, nos planteamos explorar si el tratamiento con 
dasatinib podía estar inhibiendo la interacción entre los receptores y SHC en respuesta a la 
estimulación con NRG. Para ello, realizamos ensayos de co-IP seguidos de WB. La estimulación de 
las células MCF7 con NRG provocó la asociación de SHC con HER2 y también la asociación de 
SHC con HER3, aunque la cantidad de SHC que interaccionó con HER2 fue menor que la que 
interaccionó con HER3 (Figura 15C). El tratamiento previo de las células con dasatinib no afectó a la 
interacción entre SHC y HER3, aunque sí afectó levemente a la interacción entre SHC y HER2 
(Figura 15C). Por consiguiente, mientras que dasatinib ejerció un efecto inhibitorio profundo sobre la 
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fosforilación de SHC inducida tras la estimulación con NRG, no afectó aparentemente a la habilidad 
de SHC para interaccionar con HER3 y afectó levemente a la interacción entre SHC y HER2. 
 
Figura 15. Efecto de dasatinib sobre la fosforilación e interacción de los receptores ERBB/HER y de la 
proteína adaptadora SHC inducidas por NRG. Las células MCF7 se trataron con dasatinib 1 µM durante 
3 horas o con 0,1 % de DMSO y se estimularon o no con NRG durante los tiempos indicados. (A) Los niveles 
de fosforilación de HER2, HER3 y SHC se analizaron mediante IP seguida de WB con un anticuerpo anti-
fosfo-tirosina. (B) Representación gráfica de la cuantificación de la fosforilación de HER2 y HER3 después 
de la estimulación con NRG durante los tiempos indicados. Los datos se relativizaron con la fosforilación 
máxima de las células tratadas previamente con DMSO y se expresan como la media ± SD de tres 
experimentos independientes. (C) La interacción de SHC con HER2 y HER3 después de la estimulación con 
NRG se analizó mediante co-IP seguida de WB. 
A continuación, analizamos el efecto de dasatinib sobre la activación de la proteína RAS en 
respuesta a la estimulación con NRG mediante ensayos de precipitación de RAS-GTP seguidos de WB. 
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Estos experimentos nos permitieron observar que el tratamiento previo de las células MCF7 con 
dasatinib inhibía la activación de RAS en respuesta a la estimulación con NRG (Figura 16). 
 
Figura 16. Análisis del efecto de dasatinib sobre la activación de RAS inducida por NRG. Las células 
MCF7 se procesaron como se indica en la figura 15. Después de la estimulación con NRG, se analizaron los 
niveles de activación de RAS mediante precipitación de RAS-GTP seguida de WB. Los niveles de RAS total 
se evaluaron como control de carga de las muestras. 
Una vez observada la inhibición de la activación de RAS en respuesta a la estimulación con 
NRG por dasatinib, continuamos analizando el estado de activación de RAF, MEK1/2 y ERK1/2 
evaluando sus niveles de fosforilación mediante WB. Consecuentemente con los datos obtenidos 
anteriormente, el tratamiento previo de las células MCF7 con dasatinib inhibió la activación de RAF, 
MEK1/2 y ERK1/2 tras la estimulación con NRG (Figura 17). 
 
Figura 17. Efecto de dasatinib sobre la fosforilación de proteínas implicadas en la señalización 
desencadenada por NRG. Las células MCF7 se procesaron según se indica en la figura 15. Los niveles de 
fosfo-RAF, fosfo-MEK1/2, fosfo-ERK1/2, fosfo-AKT y fosfo-S6 se analizaron por WB. Los niveles de 
fosfo-MEK5, fosfo-ERK5 y MMP13 se analizaron mediante IP seguida de WB. 
Además de activar la vía de RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2, las NRGs también activan las vías 
de ERK5 y de PI3K-AKT-mTOR (Esparís-Ogando et al., 2002; Montero et al., 2011b; Seoane et al., 
2016). Por consiguiente, evaluamos el estado de activación de algunas proteínas pertenecientes a estas 
vías de señalización a través del análisis de sus niveles de fosforilación mediante WB. El tratamiento 
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con dasatinib inhibió la fosforilación de ERK5 en su microdominio de activación TEY en respuesta a 
la estimulación con NRG, así como la fosforilación de MEK5, que actúa como la quinasa activadora 
de ERK5 (Figura 17). Como lectura de la activación de las vías de mTORC1 y mTORC2 se analizó la 
fosforilación de S6 y de AKT, respectivamente. En contraposición con los resultados descritos 
anteriormente, el tratamiento previo de las células MCF7 con dasatinib no afectó a la activación de S6 
ni de AKT tras la estimulación con NRG (Figura 17). Para continuar explorando la contribución de las 
vías de ERK1/2 y de ERK5 en la inducción de la producción de MMP13 en respuesta a la 
estimulación con NRG, decidimos utilizar inhibidores de cada una de las vías. Como inhibidor de la 
vía de ERK1/2 elegimos el fármaco trametinib, que regula la actividad de las quinasas MEK1/2 
(Gilmartin et al., 2011), mientras que como inhibidor de la vía de ERK5 seleccionamos el inhibidor 
BIX02189, que actúa sobre MEK5 inhibiendo su actividad catalítica (Tatake et al., 2008). El 
tratamiento previo de las células MCF7 con trametinib bloqueó la activación de ERK1/2 sin afectar a 
la vía de ERK5 y, además, mostró un efecto inhibitorio sobre la inducción de la producción de 
MMP13 tras la estimulación con NRG (Figura 18). Estos resultados confirmaron la participación de la 
vía de ERK1/2 en la regulación de la producción de MMP13 inducida en respuesta a la estimulación 
con NRG, como se había observado anteriormente en el laboratorio (Seoane et al., 2016). El 
tratamiento previo de las células MCF7 con BIX02189 inhibió totalmente la activación de ERK5 y 
ejerció un pequeño efecto inhibitorio en la inducción de la producción de MMP13 en respuesta a la 
estimulación con NRG (Figura 18), sugiriendo un papel predominante de la vía de ERK1/2 sobre la 
vía de ERK5 como intermediarios en la inducción de la producción de MMP13 tras la estimulación 
con NRG. Sin embargo, el tratamiento previo de las células con BIX02189 también inhibió 
parcialmente la activación de ERK1/2 (Figura 18), por lo que los resultados obtenidos no nos 
permitieron confirmar si el efecto inhibitorio ejercido por BIX02189 sobre la producción de MMP13 
tras la estimulación con NRG era debido a la inhibición de la vía de ERK5, a la inhibición de la vía de 
ERK1/2 o a la inhibición de ambas vías. 
 
Figura 18. Efecto de trametinib o BIX02189 sobre la producción de MMP13 inducida tras la 
estimulación con NRG. Las células MCF7 se trataron con trametinib (TMT) 1 µM, con BIX02189 (BIX) 
10 µM o con 0,1 % de DMSO durante 3 horas y, a continuación, se estimularon con NRG durante 15 minutos 
(fosfo-ERK5 y fosfo-ERK1/2) o 4 horas (MMP13). Después de la estimulación, se analizaron los niveles de 
MMP13 y fosfo-ERK5 mediante IP seguida de WB, y los de fosfo-ERK1/2 por WB. 
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3. IDENTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE UNIÓN A DASATINIB 
EN CÁNCER DE MAMA 
3.1. Identificación de las proteínas de unión a dasatinib en las células MCF7 
mediante quimio-proteómica 
Para seguir explorando el mecanismo por el cual dasatinib ejercía su efecto inhibitorio en la 
producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG, nos propusimos identificar dianas 
potenciales de dasatinib en las células MCF7. Para alcanzar este objetivo, empleamos una 
aproximación de quimio-proteómica, que se resume de forma esquemática en la figura 19. En primer 
lugar, dasatinib se inmovilizó sobre sefarosa y la resina resultante se utilizó como un agente de 
afinidad para identificar proteínas de unión a dasatinib en las células MCF7. Para ello, el extracto 
proteico de las células MCF7 se incubó con la resina con dasatinib. Como control de uniones no 
específicas a la resina, el extracto proteico de las células MCF7 se incubó de forma paralela con la 
resina sin acoplar al fármaco (resina control). Los complejos resultantes formados por las resinas junto 
con las proteínas unidas a las mismas se precipitaron por centrifugación y se lavaron para eliminar las 
uniones poco específicas. Las proteínas unidas a las resinas se resolvieron mediante SDS-PAGE 
seguida de tinción con plata del gel de poliacrilamida. Las bandas correspondientes a las proteínas que 
interaccionaban específicamente con la resina con dasatinib se recortaron del gel y se enviaron al 
Servicio de Proteómica del CIC-IBMCC para identificar las proteínas por espectrometría de masas 
MALDI-TOF. Las masas peptídicas experimentales obtenidas se compararon con las masas 
peptídicas teóricas de proteínas presentes en la base de datos Swiss-Prot utilizando el motor de 
búsqueda Mascot. 
Después de teñir el gel de poliacrilamida con plata y de realizar la comparación del patrón de 
bandas, observamos tres bandas de peso molecular aparente de 65, 63 y 40 kDa, respectivamente, que 
interaccionaban específicamente con la resina con dasatinib (Figura 20). El análisis proteómico reveló 
que la banda de 65 kDa podía corresponder con las proteínas YES, SRC o FYN; la banda de 63 kDa 
con SRC, y la de 40 kDa con CSK (Figura 20). Los resultados obtenidos de los experimentos de 
quimio-proteómica identificaron a las tirosina quinasas SRC, CSK, YES y FYN como las proteínas de 




Figura 19. Representación esquemática de la aproximación de quimio-proteómica llevada a cabo para 
identificar proteínas de unión a dasatinib en las células MCF7. El extracto proteico de las células MCF7 
se incubó con la resina control o con la resina acoplada a dasatinib. A continuación, los complejos resina-
proteínas de unión resultantes se precipitaron por centrifugación, se lavaron y se resolvieron mediante SDS-
PAGE. Después de teñir el gel de poliacrilamida con plata, las bandas de interés correspondientes a las 
proteínas que interaccionaban específicamente con la resina con dasatinib se recortaron del gel y, después de 




Figura 20. Identificación de las proteínas de unión a dasatinib en las células MCF7 mediante quimio-
proteómica. Después de resolver los complejos resina-proteínas de unión (obtenidos según se indica en la 
figura 19) mediante SDS-PAGE, el gel de poliacrilamida se tiñó con plata y se observaron tres bandas de 
interés que interaccionaban específicamente con la resina con dasatinib. Estas bandas se recortaron del gel y 
las proteínas de las mismas se analizaron por MALDI-TOF. En la tabla de la derecha se muestran las 
principales proteínas identificadas en las tres bandas empleando la base de datos Swiss-Prot, junto con sus 
pesos moleculares y las probabilidades calculadas por Mascot. Mr se refiere a masa molecular (kDa). 
3.2. Validación de las proteínas de unión a dasatinib identificadas en las células 
MCF7 mediante experimentos de precipitación 
Para validar la identificación de las quinasas SRC, CSK, YES y FYN como proteínas 
retenidas por la resina con dasatinib, realizamos experimentos de precipitación con las resinas 
seguidos de WB. El extracto proteico de las células MCF7 se incubó con la resina control o con la 
resina con dasatinib y los complejos resultantes resina-proteínas de unión se precipitaron por 
centrifugación, como se ha indicado anteriormente. A continuación, los complejos precipitados se 
lavaron para eliminar las uniones poco específicas y la presencia de SRC, CSK, YES y FYN en ambas 
resinas se analizó por WB. Debido a que SRC, YES y FYN son miembros de la familia SRC de 
tirosina quinasas o quinasas de la familia SRC (SFKs, SRC family kinases), como control negativo del 
experimento evaluamos si LYN y LCK, otras quinasas pertenecientes a la misma familia, eran 
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retenidas o no por la resina con dasatinib. Los resultados obtenidos confirmaron que SRC, CSK, YES 
y FYN eran proteínas que se unían a la resina con dasatinib, pero no a la resina control (Figura 21). La 
cantidad de cada una de las proteínas unida a la resina con dasatinib fue sustancial para todas ellas, 
menos para FYN (Figura 21). No detectamos unión de LYN ni de LCK a la resina con dasatinib, de 
acuerdo con la ausencia de identificación de estas proteínas en los experimentos previos de quimio-




Figura 21. Análisis de la interacción de SRC, CSK, YES, 
FYN, LYN y LCK con dasatinib mediante precipitación 
seguida de WB. Se incubaron 2 mg de extracto proteico de las 
células MCF7 con la resina control o acoplada a dasatinib. Los 
complejos resina-proteínas de unión resultantes se precipitaron 
por centrifugación, se lavaron y se analizaron por WB 
empleando diferentes anticuerpos que reconocían a SRC, CSK, 
YES, FYN, LYN y LCK. Además, se cargó una muestra de 
extracto proteico de 80 μg en el mismo gel para detectar los 
niveles totales de las proteínas y demostrar el correcto 
funcionamiento de los anticuerpos. 
 
 
4. ANÁLISIS DE LA PARTICIPACIÓN DE LOS MIEMBROS DE LA 
FAMILIA SRC DE TIROSINA QUINASAS Y DE CSK EN LA 
PRODUCCIÓN DE MMP13 
Una vez identificadas algunas SFKs como proteínas de unión a dasatinib, nos propusimos 
como siguiente objetivo explorar la contribución de las mismas como intermediarios en el control de 
la producción de MMP13 tras la estimulación con NRG. En primer lugar, analizamos mediante WB si 
la estimulación de las células con NRG producía la activación de las SFKs identificadas. Para ello, 
empleamos un anticuerpo fosfo-específico que reconocía las formas activas de distintas SFKs, entre 
las que se encontraban SRC, YES y FYN. Del mismo modo, también analizamos el efecto de 
dasatinib sobre el estado de activación de las SFKs en respuesta a la estimulación con NRG. Como 
control positivo de los experimentos, evaluamos los niveles de MMP13 mediante IP seguida de WB. 
La estimulación de las células MCF7 que habían sido tratadas previamente con DMSO produjo la 
fosforilación de las SFKs reconocidas por el anticuerpo, que fue acompañada de la inducción de la 
producción de MMP13 (Figura 22). El tratamiento previo de las células MCF7 con dasatinib inhibió 
completamente la fosforilación de las SFKs inducida tras la estimulación con NRG en la región 
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reconocida por este anticuerpo, así como la producción de MMP13 (Figura 22). Estos resultados 
confirmaron la participación de las SFKs como intermediarios en el control de la producción de 
MMP13 tras la estimulación con NRG. 
 
Figura 22. Efecto de dasatinib sobre la activación de las SFKs en respuesta a la estimulación con NRG. 
Las células MCF7 se procesaron como se indica en la figura 15 y, a continuación, se analizaron los niveles de 
fosfo-SFKs por WB. Los niveles de MMP13 se analizaron mediante IP seguida de WB. 
Para definir el papel de las distintas SFKs en este proceso, decidimos silenciar la expresión de 
los genes codificantes de cada una de las SFKs identificadas como proteínas de unión a dasatinib, 
utilizando vectores lentivirales que contenían secuencias de shRNA dirigidas contra ellos. El análisis 
de la participación de FYN no se llevó a cabo debido a la baja interacción observada previamente 
entre esta proteína y la resina con dasatinib (Figura 21). Siguiendo el mismo método que acabamos de 
comentar, silenciamos también la expresión de CSK para explorar su contribución en la inducción de 
la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG. Las dos secuencias de shRNA 
evaluadas para cada proteína generaron resultados análogos, aunque solo presentamos los datos 
obtenidos con una de ellas. El silenciamiento de SRC inhibió la inducción de la producción de 
MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG (Figuras 23A y 23D) y, además, redujo la 
fosforilación de ERK1/2 (Figura 23A). El silenciamiento de YES1 también inhibió la inducción de la 
producción de MMP13 tras la estimulación con NRG (Figuras 23B y 23D), aunque esta inhibición fue 
menor que la observada por el silenciamiento de SRC (Figura 23D). Sin embargo, el silenciamiento de 
YES1 no afectó a la fosforilación de ERK1/2 tras la estimulación con NRG (Figura 23B). El 
silenciamiento de CSK resultó en un aumento de los niveles de MMP13 en las células sin estimular 
con NRG (Figuras 23C y 23D). Sorprendentemente, este aumento en los niveles de MMP13 no fue 
acompañado de un aumento en la fosforilación de ERK1/2 (Figura 23C). La estimulación de las 
células con NRG produjo un aumento adicional en los niveles de MMP13 (Figuras 23C y 23D) que 




Figura 23. Análisis del efecto del silenciamiento de SRC, YES1 y CSK sobre la regulación de fosfo-
ERK1/2 y de MMP13 tras la estimulación con NRG. Las células MCF7 se infectaron con lentivirus que 
contenían la secuencia de un shRNA dirigido contra (A) SRC (sh-SRC), (B) YES1 (sh-YES) o (C) CSK (sh-
CSK) o de un shRNA control (sh-Control) y, posteriormente, se estimularon con NRG durante 15 minutos 
(fosfo-ERK1/2 y ERK1/2) o 4 horas (MMP13). (D) Gráfica de barras representando la cuantificación del 
efecto del silenciamiento de SRC, YES1 y CSK sobre los niveles de MMP13. Los datos se relativizaron con 
los niveles de MMP13 de las células MCF7 transducidas con el sh-Control y estimuladas con NRG, y se 
representan como la media ± SD de dos experimentos independientes. 
Finalmente, decidimos comparar la efectividad de dasatinib con la de PP2, un inhibidor 
alternativo de las SFKs (Hanke et al., 1996). El tratamiento previo de las células MCF7 con PP2 
inhibió la inducción de la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG, así como la 
activación de las SFKs y de ERK1/2 sin reducir los niveles totales de SRC o de ERK1/2 (Figura 24A). 
Este efecto inhibitorio observado con PP2 fue similar al observado con dasatinib (Figura 24B), 
confirmando una vez más la participación de las SFKs como intermediarios en el control de la 
producción de MMP13 tras la estimulación con NRG. Curiosamente, los tratamientos con PP2 y con 
dasatinib no solo no disminuyeron los niveles totales de SRC, sino que incluso produjeron un aumento 




Figura 24. Efecto de PP2 y de dasatinib sobre la activación de las SFKs y sobre la producción de 
MMP13 inducidas tras la estimulación con NRG. Las células MCF7 se trataron con (A) PP2 10 µM, con 
(B) dasatinib 1 µM o con 0,1 % de DMSO durante 3 horas y, a continuación, se estimularon o no con NRG 
durante 15 minutos (fosfo-SFKs, SRC, fosfo-ERK1/2 y ERK1/2) o 4 horas (MMP13). 
5. EFECTO DE DASATINIB SOBRE LA PROLIFERACIÓN, 
MIGRACIÓN E INVASIÓN CELULAR INDUCIDAS POR NRG EN 
CÁNCER DE MAMA 
Para evaluar si el tratamiento con dasatinib afectaba a la proliferación celular inducida por 
NRG, las células MCF7 se trataron con distintas concentraciones de dasatinib (100, 250, 500 y 
1000 nM) durante 3 horas y se estimularon con NRG 10 nM. Después de 3 y 5 días, la proliferación 
celular se analizó mediante ensayos de metabolización de MTT. La estimulación con NRG de las 
células MCF7 produjo el aumento de su proliferación (Figura 25). Sin embargo, el tratamiento previo 
con dasatinib disminuyó su proliferación en respuesta a la estimulación con NRG (Figura 25). 
 
Figura 25. Análisis del efecto de dasatinib sobre la proliferación de las células MCF7 inducida por 
NRG. Las células se trataron con dasatinib a las concentraciones indicadas o con DMSO y se estimularon con 
NRG durante 3 o 5 días. La proliferación celular se determinó mediante ensayos de metabolización de MTT. 
La gráfica de barras representa la metabolización de MTT como la media ± SD de los triplicados de un 
experimento representativo que se repitió tres veces. Las comparaciones de las medias entre dos grupos 
independientes se realizaron con una prueba t de Student.  
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Para explorar el efecto de dasatinib sobre la migración celular inducida por NRG, llevamos a 
cabo ensayos de cierre de herida. La estimulación de las células MCF7 con NRG promovió un 
aumento de la migración celular (Figura 26). El tratamiento previo de las células con dasatinib redujo 
la migración de las mismas en condiciones basales y en respuesta a la estimulación con NRG 
(Figura 26). 
 
Figura 26. Efecto de dasatinib sobre la migración de las células MCF7 en respuesta a la estimulación 
con NRG. Las imágenes de las heridas se adquirieron en el momento de la adición de NRG (tiempo 0 horas) 
y a las 30 horas de estimulación. La gráfica de barras inferior representa la cuantificación del área de la herida 
cubierta después de 30 horas de estimulación con NRG, que se relativizó con el área de la herida inicial 
(tiempo 0 horas). Las imágenes son representativas de un experimento que se repitió tres veces y los datos se 
presentan como la media ± SD de los triplicados del mismo. La comparación de las medias entre dos grupos 
independientes se realizó con una prueba t de Student. 
Para estudiar si el tratamiento con dasatinib afectaba a la invasión celular inducida por NRG, 
realizamos ensayos de invasión en transwell, que previamente se habían cubierto con una capa de 
matrigel. La estimulación de las células MCF7 con NRG promovió su invasión a través del matrigel 
(Figura 27). El tratamiento previo de las células con dasatinib también disminuyó el número de las 





Figura 27. Análisis del efecto de dasatinib sobre la 
invasión de las células MCF7 en respuesta a la 
estimulación con NRG. Representación gráfica del 
número de células que invadieron a través del matrigel 
a las 48 horas de estimulación con NRG. Los datos se 
presentan como la media ± SD de los triplicados de un 
experimento representativo que se repitió tres veces. 
La comparación de las medias entre dos grupos 
independientes se realizó con una prueba t de Student.  
 
 
6. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE SRC Y DE YES1 SOBRE LA 
MIGRACIÓN E INVASIÓN CELULAR INDUCIDAS POR NRG Y 
MEDIADAS POR MMP13 
Tras identificar a SRC y a YES como intermediarios en el control de la producción de 
MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG, y de observar que dasatinib inhibía estos procesos, 
investigamos si el silenciamiento de SRC o de YES1 tenía las mismas propiedades antimetastásicas 
que el fármaco. Una vez confirmado el silenciamiento génico evaluando los niveles de SRC 
(Figura 28A) y de YES (Figura 28B) por WB, analizamos la migración y la invasión celular mediante 
ensayos de cierre de herida o de invasión en transwell, respectivamente. 
 
Figura 28. Análisis de la eficacia del silenciamiento de SRC y de YES1. WBs de las células MCF7 
infectadas con lentivirus que contenían la secuencia de un shRNA dirigido contra (A) SRC (sh-SRC) o 
(B) YES1 (sh-YES) o de un shRNA control (sh-Control). 
Los ensayos de cierre de herida llevados a cabo revelaron que el silenciamiento de SRC 
reducía la migración de las células MCF7 en condiciones basales y en respuesta a la estimulación con 
NRG (Figura 29). Del mismo modo, el silenciamiento de YES1 también redujo la migración de las 
células MCF7 en condiciones basales y después de la estimulación con NRG (Figura 29). En línea con 
estos resultados, el silenciamiento de SRC disminuyó el número de células MCF7 capaces de invadir a 
través del matrigel en condiciones basales y en respuesta a la estimulación con NRG (Figura 30). 
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Asimismo, el silenciamiento de YES1 también redujo el número de células MCF7 capaces de invadir a 
través de la capa de matrigel en condiciones basales y tras la estimulación con NRG (Figura 30). 
 
Figura 29. Efecto del silenciamiento de SRC y de YES1 sobre la migración celular en respuesta a la 
estimulación con NRG. Las imágenes de las heridas se adquirieron después de la estimulación de las células 
MCF7 con NRG (tiempo 0 horas) y transcurridas 26 horas. La gráfica de barras inferior representa la 
cuantificación del área de la herida cubierta a las 26 horas de estimulación con NRG, que se relativizó con el 
área de la herida inicial (tiempo 0 horas). Las imágenes son representativas de un experimento que se realizó 
tres veces y los datos se presentan como la media ± SD de los triplicados del mismo experimento. Las 
comparaciones de las medias entre dos grupos independientes se realizaron con una prueba t de Student.  
 
Figura 30. Efecto del silenciamiento de 
SRC y de YES1 sobre la invasión celular 
en respuesta a la estimulación con NRG. 
Representación gráfica del número de 
células MCF7 que invadieron a través del 
matrigel después de 72 horas de 
estimulación con NRG. Los datos se 
presentan como la media ± SD de los 
triplicados de un experimento representativo 
que fue repetido tres veces. Las 
comparaciones de las medias entre dos 
grupos independientes se realizaron con una 
prueba t de Student.  
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7. EFECTO DE DASATINIB SOBRE LA MIGRACIÓN E INVASIÓN 
CELULAR INDUCIDAS POR NRG Y MEDIADAS POR MMP13 EN OTRO 
MODELO CELULAR DE CÁNCER DE MAMA 
Una vez analizado el efecto de dasatinib sobre las respuestas biológicas inducidas por NRG y 
mediadas por MMP13 en nuestro modelo celular de estudio, quisimos explorar si el eje de 
señalización NRG-MMP13 podría tener el mismo papel en el control de la diseminación celular en 
otros modelos celulares de cáncer de mama y si dasatinib podría ejercer el mismo efecto. Para alcanzar 
nuestro objetivo, elegimos la línea celular BT474 y analizamos la migración celular y la invasión 
mediante ensayos de cierre de herida o de invasión en transwell, respectivamente. El motivo para 
elegir esta línea celular fue que había mostrado la mayor inducción de MMP13 en respuesta a la 
estimulación con NRG, en nuestros estudios previos (Figura 12). 
 
Figura 31. Efecto de dasatinib sobre la migración de las células BT474 en respuesta a la estimulación 
con NRG. Las imágenes de las heridas se adquirieron en el momento de la adición de NRG (tiempo 0 horas) 
y después de 48 horas de estimulación. La gráfica de barras inferior representa la cuantificación del área de la 
herida cubierta a las 48 horas de estimulación con NRG, que se relativizó con el área de la herida inicial 
(tiempo 0 horas). Las imágenes son representativas de un experimento que se repitió tres veces y los datos se 
presentan como la media ± SD de los triplicados del mismo experimento. La comparación de las medias entre 
dos grupos independientes se realizó con una prueba t de Student.  
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Los ensayos de cierre de herida mostraron que la estimulación de las células BT474 con NRG 
producía un aumento de la migración celular (Figura 31). Asimismo, el tratamiento previo de las 
células BT474 con dasatinib redujo la migración de las mismas en condiciones basales y en respuesta 
a la estimulación con NRG (Figura 31), como habíamos observado anteriormente con las células 
MCF7. Los ensayos de invasión, por su parte, revelaron que la estimulación de las células BT474 con 
NRG promovía la invasión de las mismas a través del matrigel (Figura 32). El pretratamiento con 
dasatinib disminuyó el número de células BT474 capaces de invadir a través del matrigel en respuesta 
a la estimulación con NRG (Figura 32). 
 
Figura 32. Efecto de dasatinib sobre la invasión 
de las células BT474 en respuesta a la 
estimulación con NRG. Representación gráfica del 
número de células que invadieron a través del 
matrigel después de 48 horas de estimulación con 
NRG. Los datos se presentan como la media ± SD 
de los triplicados de un experimento representativo 
que se repitió tres veces. La comparación de las 
medias entre dos grupos independientes se realizó 
con una prueba t de Student.  
 
 
8. EFECTO DE DASATINIB SOBRE LA PROLIFERACIÓN CELULAR, 
INVASIÓN LOCAL Y DISEMINACIÓN METASTÁSICA INDUCIDAS POR 
NRG IN VIVO 
Para evaluar la capacidad de dasatinib para afectar in vivo las respuestas biológicas inducidas 
por NRG, empleamos ratones desnudos a los que inyectamos subcutáneamente las células MCF7-
NRGα2c-Luc (Yuste et al., 2005; Seoane et al., 2016). La producción de NRGα2c de manera basal en 
estas células mimetiza la adición de NRG soluble exógena y activa la señalización mediada por NRG-
ERBB/HER (Yuste et al., 2005; Seoane et al., 2016). Las células MCF7-NRGα2c-Luc que habían 
sido tratadas con DMSO mostraron niveles elevados de NRG, fosfo-ERK1/2 y MMP13 en 
condiciones basales, y mayores que los de las células MCF7 (Figura 33), que se emplearon como 
control negativo de la activación basal de la señalización mediada por NRG-ERBB/HER. El 
tratamiento de las células MCF7-NRGα2c-Luc con dasatinib inhibió la activación de ERK1/2, así 
como la producción de MMP13 (Figura 33). Los resultados obtenidos confirmaron que las células 
MCF7-NRGα2c-Luc constituían un buen modelo celular para estudiar el efecto de dasatinib en las 




Figura 33. Análisis de los niveles de NRG, MMP13, fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 en las células MCF7 y 
MCF7-NRGα2c-Luc mediante WB. Las células se trataron con dasatinib 1 µM o con 0,1 % de DMSO 
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, las células se lisaron para analizar los niveles de NRG y MMP13 
mediante IP seguida de WB, mientras que los de fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 se analizaron por WB. El asterisco 
indica la cadena pesada del anticuerpo empleado para la IP de MMP13. 
Como hemos mencionado anteriormente, para evaluar el efecto de dasatinib en las respuestas 
biológicas inducidas por NRG in vivo, las células MCF7-NRGα2c-Luc se inyectaron 
subcutáneamente en la línea mamaria de ratones desnudos, en dos sitios por ratón. El crecimiento de 
las masas tumorales se siguió periódicamente y cuando los tumores alcanzaron los 100 mm3 de 
volumen, lo que ocurrió 30 días después de la inyección de las células, los ratones se dividieron en dos 
grupos experimentales de cinco individuos cada uno para comenzar el tratamiento. Los ratones de uno 
de los grupos recibieron diariamente ácido tartárico 25 mM (vehículo control) de manera oral, 
mientras que los del otro grupo recibieron 10 mg/kg de dasatinib oralmente cada día. Una vez iniciado 
el tratamiento, el tamaño de los tumores se midió semanalmente de manera indirecta mediante la 
detección de la emisión del flujo de fotones con un sistema de imagen óptica in vivo. En el momento 
de iniciar el tratamiento no se observó ninguna metástasis en los ratones. Las imágenes de 
bioluminiscencia adquiridas semanalmente durante cinco semanas de tratamiento nos permitieron 
observar que el tamaño de los tumores generados en los ratones tratados con dasatinib eran más 
pequeños que los generados en los ratones tratados con el vehículo control (Figura 34). Estos 
resultados mostraron que dasatinib reducía la proliferación celular in vivo y confirmaron el efecto 




Figura 34. Efecto de dasatinib sobre la proliferación de los tumores de células MCF7-NRGα2c-Luc in 
vivo. Representación gráfica del crecimiento tumoral analizado semanalmente durante cinco semanas de 
tratamiento mediante la detección del flujo de fotones emitido por las masas tumorales con un sistema de 
imagen IVIS 50. El tratamiento comenzó 30 días después de la inyección de las células MCF7-NRGα2c-Luc 
y el tamaño de los tumores se midió 15 minutos después de inyectar a los ratones 100 mg/kg de sal de potasio 
de la D-luciferina en la cavidad peritoneal. Los datos se presentan como la media ± SD de los tumores 
primarios analizados en cada condición experimental (n = 10). La comparación de las medias entre dos 
grupos independientes se realizó con una prueba t de Student.  
A continuación, quisimos evaluar si el tratamiento con dasatinib además de afectar a la 
proliferación de las células MCF7-NRGα2c-Luc in vivo, podía afectar también a su expansión local. 
La diseminación local de las células se analizó midiendo la anchura de la señal de bioluminiscencia 
emitida por la masa tumoral. El análisis se realizó a los 60 días de tratamiento de los ratones (90 días 
después de la inyección de las células en los ratones), coincidiendo con la finalización del tratamiento 
de los mismos. Las medidas de la anchura de la señal de bioluminiscencia de los tumores nos 
permitieron observar que el tratamiento con dasatinib reducía también la diseminación local de las 
células MCF7-NRGα2c-Luc in vivo (Figura 35). 
 
Figura 35. Efecto de dasatinib sobre la diseminación local de las células MCF7-NRGα2c-Luc in vivo. 
Representación gráfica de la anchura de la señal de bioluminiscencia de cada tumor primario analizado en 
cada grupo experimental junto con la media ± SD de los mismos (n = 10). La comparación de las medias 
entre los dos grupos independientes se realizó con una prueba t de Student.  
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A lo largo de los 60 días de tratamiento de los ratones con el vehículo control (90 días después 
de la inyección), algunas de las células MCF7-NRGα2c-Luc inyectadas tuvieron la tendencia de 
expandirse más allá del sitio de implantación originando tumores secundarios (Figura 36). El 
tratamiento de los ratones con dasatinib impidió la diseminación metastásica de las células MCF7-
NRGα2c-Luc (Figura 36). 
 
Figura 36. Efecto de dasatinib sobre la diseminación metastásica de las células MCF7-NRGα2c-Luc in 
vivo. Imágenes de bioluminiscencia del cuerpo completo de los ratones inyectados con las células MCF7-
NRGα2c-Luc, que se habían tratado con 10 mg/kg de dasatinib o con ácido tartárico 25 mM (vehículo 
control) durante 60 días (90 días después de la inyección). Las imágenes se adquirieron como se indica en la 
figura 34. La barra coloreada como un arco iris a la derecha de las imágenes representa la escala de intensidad 
de la señal de bioluminiscencia. Las flechas apuntan a dos masas tumorales diseminadas. En la tabla de la 
derecha se muestra el número de ratones con metástasis en cada grupo experimental a los 60, 75 y 90 días 
después de la inyección (n = 5 ratones en cada condición experimental). 
Una vez observado el efecto inhibitorio de dasatinib in vivo, analizamos los niveles de las 
proteínas de interés en los tumores primarios procedentes de cada grupo experimental. Los niveles de 
las fosfo-SFKs y de fosfo-ERK1/2 fueron analizados por WB, mientras que los niveles de MMP13 
fueron analizados por IP seguida de WB. Como control positivo del experimento empleamos células 
MCF7 que habían sido estimuladas con NRG 10 nM durante 15 minutos para analizar la activación de 
las SFKs y de ERK1/2 o durante 4 horas para analizar la inducción de la producción de MMP13. Los 
tumores procedentes de los ratones que habían sido tratados con el vehículo mostraron la activación de 
las SFKs y de ERK1/2, así como la inducción de la producción de MMP13 (Figura 37). Sin embargo, 
en los tumores obtenidos de los ratones que habían sido tratados con dasatinib, el fármaco redujo tanto 
los niveles de MMP13 como las formas fosforiladas de las SFKs y de ERK1/2 (Figura 37). Todos 
estos datos confirmaron que dasatinib bloqueaba la diseminación metastásica promovida por NRG y 




Figura 37. Análisis de los niveles de MMP13, fosfo-SFKs y fosfo-ERK1/2 en los tumores primarios de 
células MCF7-NRGα2c-Luc mediante WB. Una vez procesados los tumores, los niveles de MMP13 se 
analizaron por IP seguida de WB, mientras que los de fosfo-SFKs y fosfo-ERK1/2 se analizaron por WB. Las 
células MCF7 estimuladas con NRG como se describe en la figura 24 se utilizaron como control para la 
detección de las proteínas. Los niveles de ERK1/2 se utilizaron como control de carga de las muestras. 
Los resultados obtenidos en este primer capítulo confirmaron nuestra hipótesis inicial de que 
dasatinib representa una estrategia terapéutica capaz de inhibir la producción de MMP13 inducida en 
respuesta a la estimulación con NRG, bloqueando la diseminación metastásica promovida por estos 


















1. ANÁLISIS DEL EFECTO DE DASATINIB EN LA DISEMINACIÓN 
METASTÁSICA PROMOVIDA POR NRG Y MEDIADA POR MMP13 EN 
CÁNCER DE MAMA 
La diseminación metastásica constituye una condición patológica crítica en cáncer de mama, 
que puede determinar una evolución fatal de la enfermedad. Por este motivo, es de vital importancia 
definir los mecanismos responsables de la diseminación metastásica en cáncer de mama con el 
objetivo de encontrar estrategias terapéuticas para poder prevenirla o para tratar las metástasis una vez 
formadas. Actualmente muchos grupos de investigación están realizando numerosos esfuerzos para 
profundizar en estos mecanismos responsables de la diseminación metastásica en cáncer de mama. 
Algunos de los estudios realizados por nuestro grupo han mostrado que la expresión de las NRGs en 
cáncer de mama está ligada a una mala respuesta de las pacientes, como consecuencia de una mayor 
diseminación metastásica (Seoane et al., 2016). Los análisis transcriptómicos y funcionales llevados a 
cabo en estos estudios apuntaron a la metaloproteasa MMP13 como un mediador relevante en la 
diseminación metastásica inducida por NRG en cáncer de mama (Seoane et al., 2016). Teniendo en 
cuenta estos resultados, uno de los objetivos principales de este trabajo de tesis doctoral fue encontrar 
una estrategia terapéutica que pudiera inhibir la producción de MMP13 inducida en respuesta a la 
estimulación con NRG para bloquear la diseminación metastásica promovida por estos ligandos de la 
familia de receptores ERBB/HER en cáncer de mama. 
Como punto de partida, nos centramos en aquellos compuestos que estuvieran aprobados para 
su uso en la práctica clínica, por ser los más adecuados para facilitar su posterior desarrollo clínico. 
Dasatinib es un TKI aprobado para su uso en el tratamiento de leucemia mieloide crónica y de 
leucemia linfoblástica aguda positiva para el cromosoma Filadelfia (Lindauer y Hochhaus, 2010; 
Keating, 2017). Distintos antecedentes apuntaron a este inhibidor como un candidato atractivo para 
impedir la diseminación metastásica inducida por NRG y mediada por MMP13 en cáncer de mama. 
Por un lado, se había descrito que dasatinib podía inhibir la diseminación metastásica de distintos tipos 
tumorales. En un modelo ortotópico de cáncer de próstata, el tratamiento con dasatinib redujo la 
presencia de metástasis en los ganglios linfáticos de los ratones (Park et al., 2008). De manera análoga, 
dasatinib disminuyó la diseminación metastásica de células de adenocarcinoma pancreático humano 
(Trevino et al., 2006). Asimismo, en cáncer de mama el tratamiento con dasatinib redujo la formación 
de metástasis óseas en los ratones (Zhang et al., 2009). Por otro lado, además, se había mostrado que 
el tratamiento con dasatinib de células de cáncer de mama sobreexpresoras del receptor HER2 
disminuía la activación de las quinasas ERK1/2 (Seoane et al., 2010), las cuales son intermediarios en 
la vía de señalización que promueve la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con 
NRG en cáncer de mama (Seoane et al., 2016). 
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Para explorar el papel de dasatinib en la diseminación metastásica inducida por NRG y 
mediada por MMP13 en cáncer de mama, comenzamos por evaluar el papel del fármaco sobre la 
producción de MMP13 inducida en respuesta a la estimulación con NRG in vitro. Para ello, elegimos 
la línea celular de cáncer de mama MCF7, que constituye un buen modelo para estudiar la 
señalización mediada por NRG (Seoane et al., 2016). Este modelo de estudio nos permitió mostrar por 
primera vez que el tratamiento con dasatinib previo a la estimulación de las células de cáncer de mama 
con NRG inhibía la producción de MMP13 inducida tras la estimulación. Además, también nos 
permitió describir por primera vez que dasatinib inhibía la activación de las quinasas ERK1/2 en 
respuesta a la estimulación de los receptores ERBB/HER con NRG en células de cáncer de mama. Sin 
embargo, la inhibición de ERK1/2 después del tratamiento con dasatinib ya se había mostrado 
previamente en células de cáncer de mama en las que la señalización a través de los receptores 
ERBB/HER estaba activada de manera basal por la sobreexpresión del receptor HER2 (Seoane et al., 
2010). 
El efecto inhibitorio de dasatinib sobre la inducción de la producción de MMP13 tras la 
estimulación con NRG también se observó en otras líneas celulares de cáncer de mama empleadas. Es 
relevante destacar que, además, estas líneas celulares pertenecían a distintos subtipos histológicos de 
cáncer de mama, por lo que el efecto inhibitorio del fármaco sobre este proceso no era específico ni de 
la línea celular, ni del subtipo histológico. Mientras que las células T47D, en las que se observó el 
efecto de dasatinib, son positivas para receptores hormonales, al igual que las células MCF7, el efecto 
de dasatinib también se observó en las células BT474 y SKBR3, que pertenecen al subtipo HER2 
positivo. La ausencia de receptores HER2 y HER3 en las líneas celulares BT549, HCC3153 y 
MDAMB231, pertenecientes al subtipo triple negativo, impidió la inducción de la producción de 
MMP13 tras la estimulación de las células con NRG. Sin embargo, no pudimos establecer una 
relación entre los niveles de los receptores ERBB/HER de las líneas celulares incluidas en el estudio y 
los de MMP13 inducidos tras la estimulación de las células con NRG. La mayor inducción de la 
producción de MMP13 se observó en las células MCF7, que presentan niveles normales tanto del 
receptor HER2 como de los otros receptores de la familia (Holmes et al., 1992), mientras que fueron 
seguidas por las células BT474, que son sobreexpresoras de HER2. Además, la menor inducción de la 
producción de MMP13 se observó en las células T47D, que presentan características similares a las 
células MCF7, en cuanto a niveles de los receptores ERBB/HER y a su capacidad para responder 
mitogénicamente a la adición de NRG exógena soluble (Seoane et al., 2016). 
Los experimentos de expresión génica llevados a cabo en las células MCF7 revelaron que el 
tratamiento de las mismas con dasatinib inhibía la síntesis del ARN mensajero de MMP13 inducida 
tras la estimulación con NRG. Para obtener información sobre el mecanismo responsable del efecto 
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inhibitorio de dasatinib sobre la producción de MMP13 inducida en respuesta a la estimulación con 
NRG en cáncer de mama, analizamos las vías de señalización activadas por NRG en las células 
MCF7. El análisis de las vías de señalización activadas por NRG mostró que dasatinib ejercía un 
efecto muy pequeño sobre la fosforilación de los residuos de tirosina de los receptores ERBB/HER y, 
por lo tanto, sobre su activación. La fosforilación del receptor HER2 inducida tras la estimulación de 
las células con NRG se vio ligeramente inhibida por el tratamiento previo con dasatinib, mientras que 
la fosforilación de HER3 observada en respuesta a la estimulación con NRG no se vio inhibida por el 
tratamiento. El análisis del efecto de dasatinib sobre la fosforilación de los residuos de tirosina del 
receptor HER4 no se llevó acabo debido a que estudios previos de nuestro grupo realizados en la 
misma línea celular no mostraron la activación de HER4 en respuesta a la estimulación de las células 
con NRG (Sánchez-Martín y Pandiella, 2012). El ligero efecto inhibitorio producido por dasatinib 
sobre la fosforilación de HER2 podía estar indicando la participación de alguna de las dianas de 
dasatinib en la fosforilación de los residuos de tirosina del receptor. De hecho, otros autores han 
sugerido que SRC podría fosforilar a HER2 en la tirosina 877 después de observar que el tratamiento 
previo de las células con PP2 inhibía la fosforilación de la misma en respuesta a la estimulación con 
NRG (Ishizawar et al., 2007). En contraste con el efecto marginal observado sobre la fosforilación de 
los receptores ERBB/HER en respuesta a la estimulación con NRG, el tratamiento con dasatinib 
ejerció un efecto inhibitorio fuerte en la señalización próxima a los receptores, desencadenada por la 
fosforilación de los residuos de tirosina de los mismos (Olayioye et al., 2000; Yarden y Sliwkowski, 
2001; Schlessinger, 2004). En concreto, la fosforilación de las dos isoformas de menor tamaño de la 
proteína adaptadora SHC (46 y 52 kDa) inducida tras la estimulación con NRG se vio inhibida por el 
tratamiento previo con dasatinib. Esta inhibición fue especialmente llamativa en el caso de la isoforma 
de mayor tamaño. Una posible explicación para el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la fosforilación 
de los residuos de tirosina de SHC era que el fármaco estuviera afectando a la interacción entre la 
proteína adaptadora SHC y los receptores ERBB/HER, ya que esta interacción precede a la 
fosforilación de SHC por los receptores y por otras quinasas (Ravichandran, 2001). Los experimentos 
de co-IP llevados a cabo mostraron que el tratamiento con dasatinib inhibía ligeramente la interacción 
entre HER2 y la proteína adaptadora SHC tras la estimulación con NRG, mientras que la interacción 
entre HER3 y la proteína adaptadora SHC no se vio inhibida por el tratamiento. El efecto de dasatinib 
sobre la interacción entre SHC y los receptores ERBB/HER en respuesta a la estimulación con NRG 
se correlacionó con el efecto del fármaco sobre la fosforilación de los receptores en los residuos de 
tirosina tras la estimulación con NRG, sugiriendo que el nivel de fosforilación del receptor en estos 
residuos podría estar condicionando su interacción con la proteína adaptadora. Sin embargo, el efecto 
de dasatinib sobre la interacción entre SHC y los receptores ERBB/HER en respuesta a la 
estimulación con NRG no pareció explicar el efecto inhibitorio de dasatinib sobre la fosforilación de 
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SHC observado tras la estimulación con NRG. La participación de alguna de las dianas de dasatinib en 
la fosforilación de SHC tras la activación de la señalización desencadenada por NRG podría explicar 
la inhibición de la fosforilación de SHC ejercida por dasatinib. En línea con esta idea, algunos autores 
han identificado residuos de tirosina en la proteína adaptadora SHC que son fosforilados por SRC y 
que median interacciones entre proteínas (van der Geer et al., 1996). Por otro lado, los experimentos 
de co-IP también revelaron que las dos isoformas de SHC tenían preferencias distintas de interacción 
con los receptores HER2 y HER3, aunque ambas interaccionaban con los dos receptores. 
Aparentemente, la isoforma de 52 kDa interaccionaba preferentemente con HER3, mientras que la de 
46 kDa interaccionaba con HER2 preferentemente. Esta distinta preferencia de interacción entre las 
isoformas de SHC y los receptores ERBB/HER no se había descrito previamente y requiere estudios 
adicionales para su caracterización. Como la fosforilación de los residuos de tirosina de la proteína 
adaptadora SHC inicia mediante su asociación con el complejo GRB2/SOS la señalización a través de 
RAS (Buday y Downward, 1993; Egan et al., 1993; Li et al., 1993), la inhibición de la fosforilación de 
SHC por el tratamiento con dasatinib resultó en la inhibición de la activación de RAS en respuesta a la 
estimulación de las células con NRG. Como consecuencia de la inhibición de la activación de RAS y 
coherentemente con lo esperado, las fosforilaciones activadoras de RAF, MEK1/2 y ERK1/2 tras la 
estimulación con NRG también se vieron inhibidas por el tratamiento previo de las células con 
dasatinib. Además de inhibir la activación de las quinasas ERK1/2, el tratamiento con dasatinib 
inhibió también la activación de la quinasa ERK5 y la de su quinasa activadora MEK5, en respuesta a 
la estimulación con NRG. Los experimentos realizados con los inhibidores de las vías de señalización 
de ERK1/2 y de ERK5 demostraron la efectividad de la inhibición de la vía de ERK1/2 en la 
prevención de la producción de MMP13 inducida tras la estimulación con NRG. Sin embargo, el 
hecho de que el inhibidor de la vía de ERK5 inhibiera parcialmente la activación de ERK1/2, no nos 
permitió confirmar la implicación de la vía de ERK5 en la inducción de la producción de MMP13 en 
respuesta a la estimulación con NRG. La realización de experimentos de silenciamiento génico, en 
lugar de la utilización de inhibidores, podría ayudarnos a aclarar la implicación de ERK5 en este 
proceso. La observación de que dasatinib inhibía la producción de MMP13 inducida en respuesta a la 
estimulación con NRG, aparentemente a través de la inhibición de las quinasas ERK1/2, fue 
consistente con los resultados descritos previamente por nuestro grupo, en los que las células MCF7 se 
trataron con un inhibidor de las quinasas MEK1/2 antes de ser estimuladas con NRG. El tratamiento 
previo de las células MCF7 con el inhibidor U0126, que inhibe la activación de las quinasas ERK1/2 
mediante la inhibición de la actividad de las quinasas MEK1/2 (Favata et al., 1998), bloqueó también 
la inducción de la producción de MMP13 tras la estimulación con NRG (Seoane et al., 2016). 
Además, nuestro grupo también había descrito anteriormente que el tratamiento de las células MCF7 
con U0126 inhibía la síntesis del ARN mensajero de MMP13 inducida en respuesta a la estimulación 
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con NRG (Seoane et al., 2016). De manera que, los resultados obtenidos en este trabajo de los 
experimentos de expresión génica fueron coherentes con los obtenidos previamente en nuestro grupo, 
al mostrar nuevamente que la activación de las quinasas ERK1/2 era necesaria para la inducción de la 
producción de MMP13 tras la estimulación con NRG a nivel transcripcional. Como las NRGs 
también activan la vía de PI3K-AKT, analizamos el efecto de dasatinib sobre la activación de la 
misma evaluando los niveles de fosforilación de AKT y de S6. El tratamiento con dasatinib no ejerció 
ningún efecto sobre los niveles de las formas fosforiladas de AKT y de S6, indicando que dasatinib no 
afectaba a la vía de PI3K-AKT y que, además, esta vía no estaba involucrada en la inducción de la 
producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG. Estos resultados fueron consistentes 
con los datos descritos previamente por nuestro grupo en los que el tratamiento de las células MCF7 
con el inhibidor de PI3K LY294002 antes de ser estimuladas con NRG no afectó a la inducción de la 
producción de MMP13 tras la estimulación (Seoane et al., 2016). Asimismo, el hecho de que la vía de 
PI3K-AKT no estuviera inhibida por dasatinib, apoyaba indirectamente el concepto de que la 
señalización proximal de los receptores ERBB/HER, tal como la unión del ligando al receptor, la 
dimerización de los receptores o la transfosforilación entre ellos, no estaba resultando afectada por el 
fármaco. 
Dasatinib fue aislado inicialmente como un inhibidor dual de SRC y de ABL (Lombardo et 
al., 2004). La capacidad de dasatinib para inhibir ABL es la que ha permitido su uso en el tratamiento 
de la leucemia mieloide crónica y de la leucemia linfoblástica aguda positiva para el cromosoma 
Filadelfia (Lindauer y Hochhaus, 2010; Keating, 2017). Sin embargo, además de estas dianas, 
dasatinib inhibe la actividad de otras proteínas tirosina quinasas tanto receptores como no receptores 
(Karaman et al., 2008). Para continuar explorando el mecanismo responsable del efecto inhibitorio de 
dasatinib sobre la inducción de la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG en 
cáncer de mama, nos propusimos identificar las dianas de dasatinib en nuestra línea celular modelo de 
estudio a través de una aproximación de quimio-proteómica. Estos estudios identificaron a las tirosina 
quinasas SRC, YES, CSK y FYN como las proteínas de unión a dasatinib en las células MCF7, 
indicando que dasatinib podía estar ejerciendo su acción inhibitoria sobre la producción de MMP13 
inducida tras la estimulación con NRG a través de ellas y que, por consiguiente, podían ser 
intermediarios de señalización en este proceso. Mientras que las dianas SRC, YES y FYN pertenecen 
a la misma familia de proteínas tirosina quinasas (SFKs), la tirosina quinasa CSK está estrechamente 
relacionada con ellas como regulador negativo de su actividad, a través de la fosforilación del residuo 
de tirosina inhibitorio de su extremo C-terminal (Nada et al., 1991; Okada et al., 1991). Todas las 
dianas de dasatinib identificadas en las células MCF7 fueron validadas bioquímicamente y, además, 
habían sido descritas previamente entre las dianas más sensibles de dasatinib (Karaman et al., 2008). 
Es importante mencionar que la ausencia de identificación de otras dianas descritas de dasatinib en las 
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células MCF7 podría deberse tanto a la falta de expresión de las mismas en estas células como a 
problemas inherentes a la técnica relacionados con la ionización de los péptidos analizados por 
espectrometría de masas. En este segundo lugar, los resultados obtenidos a través de la aproximación 
de proteómica química no permitirían descartar la existencia de otras dianas de dasatinib en las células 
MCF7, que no hubieran sido identificadas. Además, también es relevante comentar que aunque se ha 
descrito que CSK se puede unir directamente a dasatinib (Karaman et al., 2008; Rix et al., 2007), 
nuestros resultados no nos permitieron excluir si CSK estaba retenida en la resina con dasatinib 
indirectamente a causa de su interacción con las SFKs (Vielreicher et al., 2007). 
De todas las dianas de dasatinib identificadas en las células MCF7, la tirosina quinasa SRC 
había sido implicada previamente en el proceso de diseminación metastásica de las células de cáncer 
de mama. Por un lado, algunos autores han descrito una asociación fuerte entre la actividad de SRC y 
las metástasis óseas de inicio tardío en una cohorte de 600 pacientes de cáncer de mama (Zhang et al., 
2009). Además, estos autores demostraron que SRC favorece la supervivencia de las células de cáncer 
de mama en el microambiente de la médula ósea al facilitar la señalización a través de CXCL12-
CXCR4-AKT y al conferir resistencia al ligando de muerte celular TRAIL (Zhang et al., 2009). Por 
otro lado, se ha descrito que la activación de SRC juega un papel clave en la interrupción de la barrera 
hematoencefálica, promoviendo las metástasis cerebrales por cáncer de mama (Zhang et al., 2013). 
Asimismo, los otros miembros de la familia SRC identificados también habían sido implicados 
anteriormente en el proceso de diseminación metastásica, aunque en otros tipos de cáncer. Algunos 
autores han revelado que la tirosina quinasa YES incrementa el potencial metastásico de las células de 
cáncer de próstata a través de la fosforilación de la quinasa de adhesión focal (FAK, focal adhesion 
kinase) (Chatterji et al., 2015). Otros trabajos han correlacionado la expresión elevada de FYN con la 
metástasis de cáncer de páncreas (Chen et al., 2010). Por último, como la tirosina quinasa CSK es un 
regulador negativo de las SFKs (Okada et al., 1991), su sobreexpresión en células de cáncer de colon 
inhibe la diseminación metastásica de las células al pulmón (Nakagawa et al., 2000). 
Una vez identificadas algunas SFKs como proteínas de unión a dasatinib, exploramos la 
contribución de las mismas como intermediarios de señalización en la inducción de la producción de 
MMP13 tras la estimulación con NRG. Los experimentos realizados mostraron la activación de las 
SFKs en respuesta a la estimulación de las células con NRG, confirmando la participación de las 
mismas en el control de la producción de MMP13 en respuesta a NRG. Sin embargo, la estrategia 
empleada para la realización de estos ensayos consistió en la utilización de un anticuerpo fosfo-
específico que reconocía la forma activa de las SFKs, sin permitirnos distinguir ni la activación ni la 
contribución individual de cada una de ellas. A pesar de esta limitación, la estrategia fue válida para 
observar también que el tratamiento previo de las células con dasatinib inhibía la activación de las 
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SFKs tras la estimulación con NRG. La identificación de algunas SFKs como intermediarios en la 
señalización mediada por NRG a través de los receptores de la familia ERBB/HER en cáncer de 
mama y, en particular, de la tirosina quinasa SRC estaría apoyada por los estudios previos que han 
reportado la asociación entre HER2 y SRC en células de cáncer de mama (Muthuswamy et al., 1994; 
Sheffield, 1998; Belsches-Jablonski et al., 2001). La interacción entre ambas proteínas depende tanto 
de la fosforilación de las tirosinas de la cola citoplasmática de HER2 como del dominio SH2 de SRC 
(Luttrell et al., 1994; Kim et al., 2005), resultando en un aumento de la actividad de SRC 
(Muthuswamy et al., 1994). Otros estudios han descrito el papel de SRC en la regulación de la 
formación de los heterodímeros HER2/HER3, de manera que SRC favorece la asociación entre los 
receptores y la activación de la señalización a través de los mismos (Ishizawar, Miyake and Parsons, 
2007). Sin embargo, como hemos comentado anteriormente, el hecho de que en nuestra línea celular 
modelo de estudio la activación de la vía de PI3K-AKT en respuesta a la estimulación con NRG no 
estuviera afectada por el tratamiento previo de las células con dasatinib estaría indicando que la 
heterodimerización de los receptores HER2/HER3 tampoco está afectada por el fármaco. 
Para explorar la contribución individual de las dianas de dasatinib identificadas en las células 
MCF7 como intermediarios de señalización en la inducción de la producción de MMP13 tras la 
estimulación con NRG, realizamos experimentos de silenciamiento génico para los genes codificantes 
de cada una de las dianas identificadas, con la excepción de LYN. La participación de LYN como 
intermediario de señalización fue descartada debido a la escasa interacción entre esta proteína y la 
resina acoplada a dasatinib, observada en la validación bioquímica de las dianas. Los experimentos del 
silenciamiento génico de SRC mostraron la disminución de la activación de ERK1/2, junto con la 
inhibición de la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG, confirmando la 
participación de SRC en la producción de MMP13 inducida tras la estimulación con NRG. El análisis 
del silenciamiento génico de YES1 también mostró la inhibición de MMP13 tras la estimulación con 
NRG, aunque la inhibición fue menor que la observada por el silenciamiento génico de SRC. 
Sorprendentemente, el silenciamiento génico de YES1 no afectó a la activación de ERK1/2 tras la 
estimulación con NRG. Este resultado fue particularmente relevante ya que los datos previos 
obtenidos en nuestro grupo habían identificado a la vía de ERK1/2 como la responsable del control de 
la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG (Seoane et al., 2016). Sin embargo, 
YES estaría participando en la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG de 
manera independiente de la vía de ERK1/2, sugiriendo la implicación de otras vías en el control de 
MMP13. De hecho, este resultado se vio reforzado por los datos obtenidos con el silenciamiento 
génico de CSK. El silenciamiento génico de CSK produjo un aumento de los niveles de MMP13 en las 
células sin estimular con NRG, indicando que CSK se trataba de regulador negativo de la producción 
de MMP13 en condiciones basales. Una vez más, este aumento en los niveles de MMP13 no fue 
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acompañado de un aumento en la fosforilación de ERK1/2, lo que sugirió que CSK participaba en la 
regulación de la producción de MMP13 de forma independiente de la vía de ERK1/2 en condiciones 
basales. La estimulación de las células con NRG produjo un aumento adicional de los niveles de 
MMP13 que tampoco fue acompañado de un aumento en la fosforilación de ERK1/2, de manera que 
CSK también participaba en el control de la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con 
NRG de manera independiente de la vía de ERK1/2. Todos estos resultados confirmaron y 
describieron por primera vez la participación de SRC, YES y CSK como intermediarios de 
señalización en la inducción de la producción de MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG en 
cáncer de mama. Sin embargo, también pusieron de manifiesto que además de la vía de ERK1/2 tenía 
que haber otras vías implicadas en la inducción de la producción de MMP13 en respuesta a la 
estimulación con NRG. Mientras que SRC estaría participando en la inducción de la producción de 
MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG a través de la vía de ERK1/2, YES estaría 
participando en el mismo proceso a través de una vía independiente de ERK1/2. Además, la tirosina 
quinasa CSK también participaría en el control de la producción de MMP13 tanto en condiciones 
basales como en respuesta a la estimulación con NRG, de manera independiente de la vía de ERK1/2. 
Los resultados obtenidos mostraron la complejidad del control de la producción de MMP13 inducida 
en respuesta a la estimulación con NRG. De hecho, en línea con los resultados comentados 
anteriormente, la vía de ERK5 podría ser una de las implicadas en la inducción de la producción de 
MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG. En este sentido, YES o CSK podrían estar actuando 
como intermediarios de señalización de la vía de ERK5. La implicación de la vía de ERK5 o la 
identificación de otras vías de señalización implicadas en el control de MMP13 tras la estimulación 
con NRG requieren estudios adicionales. Curiosamente, la participación de las SFKs en la inducción 
de la producción de MMP13 había sido descrita previamente en células de osteosarcoma en respuesta 
a la activación de la vía de Wnt5a/Ror2 (Enomoto et al., 2009). 
Como la activación de los receptores de la familia ERBB/HER por NRG desencadena 
respuestas biológicas asociadas a un fenotipo oncogénico, incluyendo la estimulación de la 
proliferación celular, la migración y la diseminación local, o la promoción de la diseminación 
mestastásica (Montero et al., 2008), a continuación exploramos si el tratamiento de las células con 
dasatinib afectaba a algunas de estas respuestas en nuestro modelo de estudio. En este trabajo 
mostramos por primera vez que dasatinib reduce la proliferación, la migración y la invasión celular 
desencadenadas por NRG en las células de cáncer de mama. De todos estos procesos, nuestro grupo 
había descrito previamente que la migración y la invasión inducidas tras la estimulación con NRG, 
pero no la proliferación celular, estaban reguladas por la producción de MMP13 (Seoane et al., 2016). 
Después de identificar a SRC y a YES como intermediarios en el control de la producción de MMP13 
en respuesta a la estimulación con NRG, y de observar que dasatinib inhibía estos procesos, 
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investigamos si el silenciamiento de SRC o de YES1 tenía las mismas propiedades antimetastásicas 
que el fármaco. Los ensayos de migración celular llevados a cabo revelaron que el silenciamiento de 
SRC reducía la migración de las células MCF7 en condiciones basales y en respuesta a la estimulación 
con NRG. Del mismo modo, el silenciamiento de YES1 también redujo la migración de las células 
MCF7 en condiciones basales y después de la estimulación con NRG. De manera análoga a lo 
observado en los ensayos de migración, los experimentos de invasión celular realizados mostraron que 
el silenciamiento de SRC disminuía la invasión de las células MCF7 en condiciones basales y en 
respuesta a la estimulación con NRG. Asimismo, el silenciamiento de YES1 también redujo la 
invasión de las células MCF7 en condiciones basales y tras la estimulación con NRG. Estos resultados 
confirmaron que el silenciamiento génico de SRC o de YES1 tenía propiedades antimetastásicas y 
reforzaron el papel de ambas proteínas como intermediarios en los procesos mediados por la 
producción de MMP13 inducida en respuesta a la estimulación con NRG. Es importante mencionar 
que, aunque en este trabajo hemos identificado a algunas SFKs como intermediarios en procesos de 
migración e invasión celular mediados por NRG a través de la inducción de la producción de MMP13, 
la implicación de las SFKs en los procesos celulares de migración e invasión está ampliamente 
reportada en la literatura (Thomas y Brugge, 1997; Summy y Gallick, 2003; Guarino, 2010). 
Dado que los resultados obtenidos en las células MCF7 in vitro apuntaban a que dasatinib era 
un candidato atractivo para bloquear la diseminación metastásica inducida por NRG y mediada por 
MMP13 en cáncer de mama, realizamos experimentos in vivo para explorar el papel de dasatinib en 
este proceso. Las células MCF7 se modificaron genéticamente, de manera que expresaran NRG para 
inducir la producción de MMP13, y se inyectaron en ratones desnudos. Como esperábamos, además 
de la generación de los tumores primarios en el lugar de la inyección, algunas de las células tuvieron la 
capacidad de expandirse más allá del sitio de implantación del tumor primario debido a la inducción 
de la producción de MMP13, dando lugar a la formación de tumores secundarios (Seoane et al., 
2016). Sin embargo, la diseminación metastásica de las células de cáncer de mama sobreexpresoras de 
NRG no tuvo lugar en todos los animales incluidos en el estudio, poniendo de manifiesto la 
importancia del papel del microambiente tumoral en el comportamiento del tumor. Los experimentos 
llevados a cabo nos permitieron confirmar que el tratamiento de los ratones con dasatinib bloqueaba la 
diseminación metastásica inducida por NRG y mediada por MMP13 de las células de cáncer de 
mama. Además, estos experimentos también nos permitieron observar que el tratamiento con 
dasatinib producía una reducción del crecimiento tumoral, que era coherente con el efecto inhibitorio 
ejercido por el fármaco sobre la proliferación de las células MCF7 inducida por NRG, que habíamos 
observado anteriormente. Asimismo, el tratamiento de los ratones con dasatinib también disminuyó la 
diseminación local de los tumores generados. Como la diseminación local de las células tumorales se 
produce como consecuencia del proceso de invasión, estos resultados también estarían apoyados por 
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los obtenidos previamente en las células MCF7, en las cuales el tratamiento con el inhibidor 
disminuyó la invasión celular desencadenada por la estimulación con NRG y mediada por MMP13. 
En este trabajo hemos mostrado por primera vez que el TKI dasatinib bloquea la diseminación 
metastásica promovida por NRG y mediada por MMP13 en un modelo preclínico de cáncer de mama. 
El hecho de que algunos autores hayan descrito la expresión de NRG en los tumores de hasta un 50 % 
de las pacientes con cáncer de mama (de Alava et al., 2007) estaría indicando que un porcentaje de 
pacientes podría beneficiarse de este tratamiento. Asimismo, el hecho de que dasatinib esté aprobado 
para su uso en la práctica clínica para el tratamiento de otros tipos de cáncer facilita la incorporación 
de este fármaco para el tratamiento de pacientes con cáncer de mama con expresión de NRG. En los 
últimos años se han realizado o comenzado varios ensayos clínicos con dasatinib como único agente o 
en combinación con otros fármacos en cáncer de mama (Montero et al., 2011a; Scher y Somlo, 2013). 
Los estudios que han evaluado la eficacia de dasatinib como único agente han mostrado una actividad 
limitada (Finn et al., 2011; Mayer et al., 2011), que se ha visto mejorada con la combinación con otros 
fármacos como paclitaxel (Fornier et al., 2011), ixabepilona (Schwartzberg et al., 2011), capecitabina 
(Somlo et al., 2013) y con diferentes terapias hormonales (Llombart et al., 2011; Wright et al., 2011). 
Sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado ningún subgrupo de pacientes que responda 
preferentemente al tratamiento con dasatinib, por lo que son necesarios estudios adicionales que 
permitan la identificación de algún marcador molecular de sensibilidad al tratamiento con dasatinib 
(Scher y Somlo, 2013). En este sentido, nuestros resultados estarían apoyando la selección de las 
pacientes en función de la expresión de NRG en los tumores de mama, como posible marcador 
molecular de sensibilidad a dasatinib. Además, como la expresión de NRG también se ha descrito en 
otros tipos de cáncer, entre los que se encuentran de próstata (Leung et al., 1997; Lyne et al., 1997; 
Hayes et al., 2007), de colon (Venkateswarlu et al., 2002; Eschrich et al., 2005), de ovario (Gilmour et 
al., 2002), de endometrio (Srinivasan et al., 1999), papilar tiroideo (Fluge et al., 2000) o pancreático 
(Kolb et al., 2007), la relevancia clínica de los resultados obtenidos en este trabajo podría ser mayor de 
demostrarse que la diseminación metastásica promovida por NRG y mediada por MMP13 tiene lugar 
















1. Dasatinib inhibe la producción de MMP13 inducida en respuesta a la estimulación con NRG in 
vitro en líneas celulares de cáncer de mama. La inhibición de la producción de MMP13 tras la 
estimulación con NRG tiene lugar a nivel transcripcional, aparentemente a través de la 
inhibición de la vía de ERK1/2. 
2. Las tirosina quinasas SRC, YES y CSK son intermediarios de señalización en la producción de 
MMP13 en respuesta a la estimulación con NRG. 
3. Dasatinib disminuye la proliferación, migración e invasión celular desencadenadas en respuesta 
a la estimulación con NRG in vitro en líneas celulares de cáncer de mama. 
4. Dasatinib reduce la proliferación y la diseminación local de las células MCF7 sobreexpresoras 
de la isoforma α2c de la NRG1 de rata in vivo. Asimismo, dasatinib bloquea la diseminación 
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